Dinámica de los proteoglicanos de la matriz extracelular en la injuria vascular inducida por lipoproteínas ricas en triglicéridos by Oberkersch, Roxana Elena
  
  
Universidad de Buenos Aires 
Facultad de Farmacia y Bioquímica 
Cátedra de Biología Celular y Molecular 
 
 
Tesis Doctoral 
“Dinámica de los proteoglicanos de la matriz extracelular 
en la injuria vascular inducido por lipoproteínas ricas en 
triglicéridos” 
 
 
 
Tesis presentada para optar por el título de Doctor de la 
Universidad de Buenos Aires 
 
 
 
Bioquímica Farmaceútica Roxana Elena Oberkersch 
 
Directora: Graciela Cristina Calabrese 
 
2016
 
 
I 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
“Lo que caracteriza al hombre de ciencia no es la posesión del conocimiento o de 
verdades irrefutables, sino la búsqueda desinteresada e incesante de la verdad” 
Karl Popper 
 
 
 
 
 
 
 
DEDICATORIAS 
 
II 
 
 
 
 
 
 
 
 
Quiero dedicar esta Tesis Doctoral, 
A mis padres Lidia y Jorge, pilares fundamentales en mi vida; por todo su amor y apoyo 
incondicional con los que he contado siempre a lo largo de mi vida, por guiarme 
constantemente por el camino correcto y motivarme a seguir cumpliendo cada uno de mis 
sueños.  
A mis hermanas Marisa y Elizabeth, por estar siempre y ser esas personas tan especiales 
que todos quisieran tener en su vida. 
A mis hermanos Jorge y Sebastián, por su gran apoyo en este proyecto tan importante 
para mi carrera. 
A  Sebastián,  esa persona que me da alas para soñar y me insta a superarme 
constantemente. 
 
AGRADECIMIENTOS 
III 
 
En las siguientes líneas quiero dar las gracias a todas aquellas personas que de alguna 
manera han contribuido a la realización de esta tesis doctoral y sin las cuales este trabajo 
no hubiese sido posible. 
En primer lugar, quiero agradecer a mi Directora de tesis, la Dra. Graciela C. Calabrese, 
por todo lo que me ha enseñado, la paciencia ilimitada que ha tenido conmigo y las miles 
de oportunidades que me ha dado para completar mi formación profesional y crecimiento 
personal. Por compartir ideas, proyectos, mates y sueños. Le doy sobre todo las gracias 
por haberme dado la oportunidad de descubrir el apasionante mundo de la investigación. 
También quiero agradecer el apoyo recibido y los momentos compartidos a todos los 
miembros del equipo de investigación del Laboratorio de Matriz Extracelular y Biología 
Vascular, al que he pertenecido en estos años. En especial, a la Mg. Bioq. Yanina Rasente, 
a la Farm. Paula Egitto, a la Farm. González Andrea y a la Bioq. Luciana Gualco; quienes 
además de haber compartido números experimentos y anécdotas, me brindan su amistad 
invaluable. En particular, debo agradecer a la Mg. Bioq. Yanina Rasente por su 
colaboración y paciencia en las correcciones de este trabajo de tesis. Además quiero 
agradecer al Bioq. Benjamín Barakian por su colaboración constante y a los miembros 
más recientes del grupo, a la Bioq. Eugenia Foglino, y a las estudiantes de la carrera de 
bioquímica Aldana Bariandarán y a Florencia Funez.  
También quiero agradecer a todos los miembros de la Cátedra de Biología Celular y 
Molecular quienes además de compartir tantos momentos me han transmitido sus 
conocimientos y me han apoyado incondicionalmente. Particularmente, a la Dra. María 
del Carmen Fernández y a la Dra. Mónica Majowicz quienes frente a inquietudes y 
necesidades son las primeras en tenderme una mano. Al Dr. Nicolás Favale y a la Dra. 
Cecilia Casali quienes me comprenden y aconsejan como hermanos. A la Dra. María del 
Carmen Ortiz, a la Dra. Florencia Albertoni Borghese y a la Dra. Lucila Pescio por estar 
siempre dispuestas a ayudarme. A la Bioq. Karen Weber, al Farm. Bruno Santacreu y al 
Bioq. Emanuel Morel Gomez por los momentos divertidos y por ayudarme en lo que fuera 
necesario. Además quiero agradecer a la Dra. Alicia Damiano, al Dr. Mauricio Castro 
AGRADECIMIENTOS 
IV 
 
Parodi, a la Dra. Felicitas de Tezanos Pinto, a la Farm. Sabrina Balogna, a la Bioq. Agustina 
Lavagna, al Lic. Lucas Urdaniz, a la Bioq. Daniela Romero, a Rocio Moreira y a los 
numerosos miembros de esta gran familia con los que he compartido este proceso de 
aprendizaje. Un especial agradecimiento a Estela Berrutti y Graciela Vasquez por 
escucharme incansablemente y el afecto incondicional.  
Quiero agradecer a la Dra. Norma B. Sterin de Speziale por haberme abierto las puertas de 
la cátedra y haber confiado en mí cuando recién daba mis primeros pasos. Por su 
generosidad constante y sus consejos. 
No puedo dejar de nombrar a la Dra. Sonia Yuschak del Complejo Médico de la Policía 
Federal Argentina Churruca-Visca; quién a lo largo de estos seis años nos posibilitó 
obtener cordones umbilicales para poder aislar las células endoteliales, los pilares de esta 
tesis doctoral. 
Quiero agradecer a los miembros del Laboratorio de Lípidos y Lipoproteínas del Hospital 
de Clínicas “José de San Martín”, quienes me enseñaron a aislar las lipoproteínas ricas en 
triglicéridos: las VLDL.  
También quiero agradecer a la Dra. Silvina Gazzaniga, de la Faculta de Ciencias Exactas y 
Naturales de la Universidad de Buenos Aires; quién además de ayudarme en relación a los 
experimentos, transmitiéndome su experiencia, siempre estuvo ahí para escucharme. 
Al Dr. Nahuel Ramella, de la Universidad Nacional de la Plata, quién en innumerables 
veces me ha ayudado desinteresadamente y cuya amistad estimo. 
En la parte relacionada con la determinación de citoquinas quiero agradecer al Dr. Daniel 
González Maglio, de la Cátedra de Inmunología de la Facultad de Farmacia y Bioquímica 
de la Universidad de Buenos Aires, por su ayuda en las determinaciones y su amplia 
disponibilidad para el trabajo en colaboración. 
Vorrei ringraziare di cuore al Prof. Dtt. Paolo Sarti, della Università La Sapienza di Roma, 
per farmi riuscire a raggiungere il mio sogno e per essere sempre disponibile ad aprire le 
AGRADECIMIENTOS 
V 
 
porte del suo laboratorio. Lo ringrazio inoltre per avermi affidato alla Dtt.ssa. Maria 
Chiara Magnífico, che con la sua passione e perspicacia, mi ha guidato ed aiutato durante 
questo lavoro di tesi. Ringrazio alla Dtt.ssa. Marzia Arese per i suoi pazienti insegnamenti 
e le risposte a tutti i miei dubbi. Un grazie anche al Dtt. Alessandro Giuffrè ed alla Dtt.ssa. 
Elena Forte per la gentilezza, per la aiuttta e l’ospitalit`a nei miei giorni nel laboratorio. 
Ringrazio ad Andrea Corese che mi ha sempre aiuttato nel miei giorni in Italia. Infine 
ringrazio anche gli amici; Dtt.ssa Daniela Mastonicola, Dtt. Paolo Santini, Emilio, Karim, e 
Francesca che hanno fatto un ambiente ”friendly” nel quale ho anche capito come 
funziona il mitochondrio.  
Un ringrazimento opportuno anche al Dtt. Nicola Volpi ed alla Dtt.ssa.Francesca Maccari, 
della Università di Modena e Reggio Emilia, per gli aiuti senza i quali la tesi non avrebbe 
prodotto alcuni risultati anche per la gentilezza e l’ospitalit`a. 
Quiero expresar mi gratitud a la Universidad de Buenos Aires y al Consejo Nacional de 
Investigaciones Científicas y Técnicas (CONICET), que a través de las becas y subsidios me 
han posibilitado desarrollar esta tesis doctoral. Y a la cátedra de Biología Celular y 
Molecular de la Facultad de Farmacia y Bioquímica de la Universidad de Buenos Aires por 
brindarme el lugar para el desarrollo de este trabajo de tesis. 
Finalmente, quiero agradecer a la DG. Natalia Meira quien pudo capturar la esencia de la 
tesis al diseñar la portada de esta tesis; y a todos mis amigos que a lo largo de estos años 
me apoyaron y acompañaron a Romina, Gabriela, María, Natalia y Flavia. Vorrei 
ringraziare di cuore a Gabriella e Manuela, mia seconda mamma y mia sorellina.  
¡Muchas Gracias! 
 
Roxana Elena Oberkersch 
 
ÍNDICE 
 
VI 
 
ÍNDICE 
DEDICACITORIAS                                                                                                                               II        
AGRADECIMIENTOS                                                                                                                         III  
ABREVIATURAS                                                                                                                               XIII 
1. INTRODUCCIÓN                                                                                                                           1 
1.1. LA ATEROGÉNESIS                                                                                                               3 
1.2. LA MATRIZ EXTRACELULAR                                                                                               7 
1.2.1. La matriz extracelular vascular                                                                              8 
1.2.2. La membrana basal subendotelial                                                                    9 
1.2.3. La matriz intersticial                                                                                              10 
1.2.4. Los proteoglicanos de la matriz extracelular vascular                                     11 
1.2.5. Síntesis de las cadenas de condroitín y dermatán sulfato                              13 
1.3. DINÁMICA DE LOS PROTEOGLICANOS DE LA MATRIX EXTRACELULAR VASCULAR 
EN LA ATEROESCLEROSIS 
1.3.1. Los proteoglicanos y las etapas tempranas de la ateroesclerosis                 17 
1.3.2. Los proteoglicanos y la respuesta inflamatoria                                                19 
1.3.3. Cambios en los proteoglicanos durante las etapas tempranas de la 
ateroesclerosis                                                                                                           23 
1.4. LAS VLDL COMO DESENCADENANTES DEL PROCESO ATEROESCLERÓTICO 
1.4.1. Carácter aterogénico de las VLDL                                                                       26 
1.4.2. Receptores y vías de señalización asociados a las VLDL                                 28 
1.5. EL ENDOTELIO VASCULAR: UN ÓRGANO FUNCIONAL                                              30  
ÍNDICE 
 
VII 
 
1.5.1. El endotelio vascular como principal integrador de los agentes  
desencadenantes de la ateroesclerosis                                                                 31 
1.5.2. Disfunción endotelial y mitocondrial                                                                 35 
2. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
2.1. Hipótesis                                                                                                                      40 
2.2. Objetivo general                                                                                                                40 
2.3. Objetivos específicos                                                                                                        42 
3. MATERIALES Y MÉTODOS 
3.1. Materiales 
3.1.1. Reactivos                                                                                                                  44 
3.1.2. Anticuerpos                                                                                                             45 
3.1.3. Línea celular                                                                                                            46 
3.2. Obtención y tipificación de células endoteliales macrovasculares                        46 
3.3. Obtención y caracterización de VLDL  
3.3.1. Caracterización antropométrica y bioquímica de los voluntarios sanos      47 
3.3.2. Aislamiento de las VLDL                                                                                        48 
3.3.3. Caracterización de las VLDL                                                                                  48 
3.3.4. Oxidación de las VLDL                                                                                            49 
3.3.5. Caracterización de las VLDL oxidadas                                                                 49 
3.4. Protocolo de incubación de las células endoteliales en presencia de las VLDL   49 
3.5. Ensayos de viabilidad y determinación de las fases del ciclo celular 
3.5.1. Ensayos de viabilidad                                                                                            50 
ÍNDICE 
 
VIII 
 
3.5.2. Análisis de las fases del ciclo celular                                                                   50 
3.6. Estudio de los patrones de expresión de los principales proteoglicanos de la 
matriz extracelular vascular 
3.6.1. Estudio del esqueleto proteico de los proteoglicanos producidos por las 
células endoteliales                                                                                                   51 
3.6.2. Aislamiento de los proteoglicanos secretados al medio de cultivo              53 
3.6.3. Estudio del esqueleto proteico de los proteoglicanos secretados                54 
3.6.4. Estudio de las características estructurales de las cadenas de 
glicosaminoglicanos                                                                                                   54  
3.6.5. Estudio de la expresión de las principales enzimas asociadas a la síntesis de 
condroitín/dermatán sulfato                                                                                   54 
3.7. Estudio de la respuesta endotelial inducida por las VLDL 
3.7.1. Análisis de la activación del factor transcripcional NF-κB                               56 
3.7.2. Análisis de la activación de ERK1/2                                                                     56 
3.7.3. Determinación de la producción de citoquinas                                                57 
3.7.4. Determinación de la activación de las metaloproteasas de matriz              57 
3.8. Estudio de las vías de señalización dependientes del receptor de los receptores 
de VLDL 
3.8.1. Estudio de la producción intracelular de los principales proteoglicanos de la 
matriz extracelular vascular en presencia de las VLDL oxidadas                       58 
3.8.2. Caracterización estructural de las cadenas de glicosaminoglicanos en 
presencia de las VLDL oxidadas                                                                               58 
ÍNDICE 
 
IX 
 
3.8.3. Análisis de la activación del factor transcripcional NF-κB                               59 
3.9. Estudio de la funcionalidad mitocondrial 
3.9.1. Estudio de la bioenergética mitocondrial  
3.9.1.1. Medición de la actividad de la citrato sintasa mitocondrial              59 
3.9.1.2. Medición de la producción de adenosina-5´-trifosfato                      60 
3.9.1.3. Medición de la producción de lactato                                                   61 
3.9.1.4. Medición del potencial de membrana mitocondrial                           61 
3.9.1.5. Medición del consumo de oxígeno en células permeabilizadas       62 
3.9.2. Estudio del estrés oxidativo 
3.9.2.1. Medición de las especies reactivas del oxígeno                                  64 
3.9.2.2. Medición de nitratos y nitritos                                                               64  
3.9.2.3. Estudios de las vías de señalización dependiente del óxido nítrico 64 
4. RESULTADOS Y CONCLUSIONES PARCIALES  
4.1. Capítulo I: Remodelado de la matriz extracelular inducido por las lipoproteínas 
de muy baja densidad en dos fenotipos de endotelio vascular humano 
4.1.1. Caracterización de las células endoteliales de arteria y vena umbilical 
humana                                                                                                                        65 
4.1.2. Estudio de los parámetros antropométricos y bioquímicos de la población 
de voluntarios                                                                                                             66 
4.1.3. Aislamiento y tipificación de las VLDL                                                                 67 
4.1.4.  Estudio de los patrones de expresión de los principales proteoglicanos de 
la matriz extracelular                                                                                                 68 
ÍNDICE 
 
X 
 
4.1.5. Conclusiones parciales I                                                                                        71 
4.2. Capítulo II: Estudio de la respuesta endotelial inducido por las lipoproteínas de 
muy baja densidad en dos fenotipos de endotelio vascular humano 
4.2.1. Estudio de la activación del factor transcripcional NF-κB                               72 
4.2.2. Determinación de la producción de citoquinas inflamatorias y anti-
inflamatorias                                                                                                               72 
4.2.3. Determinación de la activación de metaloproteasas de matriz                     74 
4.2.4. Determinación de las vías de señalización de ERK1/2                                     74 
4.2.5. Análisis del ciclo celular                                                                                         76 
4.2.6. Conclusiones parciales II                                                                                       76 
4.3. Capítulo III: Caracterización de los proteoglicanos secretados en un endotelio 
vascular humano ateroresistente 
4.3.1. Estudio del patrón de secreción de los proteoglicanos en un endotelio 
vascular humano ateroresistente                                                                           78 
4.3.2. Estudio de la composición de los glicosaminoglicanos en un endotelio 
vascular humano ateroresistente                                                                           79 
4.3.3. Estudio de la expresión de las principales enzimas involucradas en la síntesis 
de los CS/DS en un endotelio vascular humano ateroresistente                      82 
4.3.4. Conclusiones parciales III                                                                                      83 
4.4. Capítulo IV: Participación del receptor de VLDL en el remodelado de la matriz 
extracelular endotelial 
4.4.1. Oxidación y tipificación de las VLDL oxidadas                                                   85 
ÍNDICE 
 
XI 
 
4.4.2. Análisis de los patrones de expresión de los principales proteoglicanos de la 
matriz extracelular en presencia de las VLDL oxidadas                                       86 
4.4.3. Estudio de la composición de los glicosaminoglicanos en presencia de las 
VLDL oxidadas                                                                                                             88 
4.4.4. Estudio de la activación del factor transcripcional NF-κB en presencia de las 
VLDL oxidadas                                                                                                             90 
4.4.5. Conclusiones parciales IV                                                                                      91 
4.5.  Capítulo V: Estudio del remodelado de la matriz extracelular vascular inducido 
por las lipoproteínas de muy baja densidad de origen mediterráneo y su 
implicancia en la funcionalidad mitocondrial 
4.5.1. Tipificación de las VLDL mediterráneas                                                              93 
4.5.2. PARTE A: Estudio del patrón de secreción de los proteoglicanos  
4.5.2.1. Estudio del patrón de secreción de los proteoglicanos en células 
endoteliales de vena umbilical humana tratadas con la VLDL 
mediterránea                                                                                                    95 
4.5.2.2. Estudio comparativo del patrón de secreción de los proteoglicanos 
tratadas con VLDL occidental y mediterránea                                            97 
4.5.3. PARTE B: Estudio de la bioenergética mitocondrial 
4.5.3.1. Determinación de la producción de ATP                                              98 
4.5.3.2. Determinación de la producción de lactato                                         99 
4.5.3.3. Medición del potencial de membrana mitocondrial                        100  
4.5.3.4. Medición del consumo de oxígeno en células permeabilizadas     101 
ÍNDICE 
 
XII 
 
4.5.4. PARTE C: Estudio del estrés oxidativo 
4.5.4.1. Medición de especies reactivas del oxígeno                                     103 
4.5.4.2. Determinación de nitratos y nitritos                                                  103 
4.5.4.3. Estudios de las vías de señalización dependiente del NO              104 
4.5.5. Conclusiones parciales V                                                                                   106 
5. DISCUSIÓN                                                                                                                              108 
6. CONCLUSIÓN                                                                                                                          125 
7. RESUMEN                                                                                                                                128 
8. PUBLICACIONES                                                                                                                     133 
9. REFERENCIAS BIBLIOGRÁFICAS                                                                                          134 
 
 
 
ABREVIATURAS 
XIII 
 
ABREVIATURAS 
ATP: Adenosín 5´-trifosfato 
BH4: Tetrahidropterina 
C4ST: Condroitín 4-O-sulfotransferasa 
CE: Célula endotelial 
ChGn: Condroitín N-acetilgalactosa transferasa 
ChPF: Factor de polimerización de condroitín 
ChSy: Condroitínsintasa 
CiS: Citrato sintasa 
CML: Célula muscular lisa 
Col: Colesterol 
CREB: Proteína de unión a elementos de unión de AMPc 
CS: Condroitín sulfato 
DAMP: Moléculas patrón asociadas a la injuria  
DC: Dienos conjugados 
DS: Dermatán sulfato 
DS-epi: Dermatán sulfato epimerasa 
eNOS: Óxido nítrico sintasa endotelial 
EPC: Célula progenitora endotelial 
ERK1/2: Quinasas reguladas por señales extracelulares 1/2  
FAD: Flavina adenina dinucleótido 
FL: Fosfolípidos 
FMN: Flavina mononucleótido 
GAG: Glicosaminoglicano 
HA: Ácido hialurónico 
HGF: Factor de crecimiento hepático 
HS: Heparán sulfato 
HUAEC: Célula endotelial de arteria umbilical humana 
HUVEC: Célula endotelial de vena umbilical humana 
IL: Interleuquina 
iNOS: Óxido nítrico sintasa inducible 
ABREVIATURAS 
XIV 
 
IP: Índice de proliferación  
KS: Keratán sulfato 
LDL: Lipoproteína de baja densidad 
LPL: Lipoproteína lipasa  
MAPKp38: Proteína quinasa activada por mitógenos p38 
MCP-1: Proteína quimioatractante de monocitos 
MEC: Matriz extracelular 
MECv: Matriz extracelular vascular  
MIP-1α: Proteína inflamatoria de macrófagos 1 alfa 
MMP: Metaloproteasa de matriz  
NADPH: Nicotinamida adenina dinucleótido fosfato monohidrógeno 
NF-κB: Factor nuclear kappa B 
NO: Óxido nítrico 
O2
.-: Radical superóxido 
PBS: Buffer fosfato salino  
PG: Proteoglicano 
PRR: Receptor de reconocimiento a patógeno 
PT: Proteínas totales 
ROS: Especies reactivas del oxígeno 
RT-PCR: Reacción en cadena de la polimerasa previa retrotranscripción  
SFB: Suero fetal bovino 
SRLP: Pequeños proteoglicanos ricos en leucina 
TBARS: Especies reactivas con el ácido tiobarbitúrico 
TG: Triglicéridos 
TGF-β: Factor transformador de crecimiento beta 
TLR: Receptores tipo Toll  
TNF-α: Factor de necrosis tumoral alfa 
VEGF: Factor de crecimiento vascular endotelial 
VLDL: Lipoproteínas de muy baja densidad 
VLDL-med: Lipoproteínas de muy baja densidad mediterránea 
VLDL-ox: Lipoproteínas de muy baja densidad oxidada 
ABREVIATURAS 
XV 
 
VLDLR: Receptores de VLDL 
VLDL-t: Lipoproteínas de muy baja densidad típica 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
INTRODUCCIÓN 
 
  
“Descubramos 
En los últimos años como consecuencia
la enfermedad cardiovascular como la principal causa de 
de los avances en investigación cardiovascular, tanto clínica como básica, la enfermedad 
arterial coronaria sigue siendo una de las p
el mundo occidental. 
En la Argentina las enfermedades cardiovasculares producen, junto con el cáncer, más del 
50 % de las muertes anuales. 
hacia el año 2030 por la misma causa 
La ateroesclerosis surge entonces co
enfermedades cardiovasculares
interacción de múltiples susceptibilidades genéticas asociadas a una gran v
estímulos externos. 
 La ateroesclerosis consiste en un proceso degenerativo que lleva al endurecimiento o 
esclerosis de la pared arterial
placas de ateroma. Las manifestaciones clínicas 
están relacionadas con el estrechamiento progresivo de la luz arterial, o bien
debilidad de la pared  arterial.
Actualmente, el tratamiento de la ateroesclerosis agrupa
terapéuticos. Por ejemplo, l
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1. INTRODUCCIÓN 
el origen y cambiaremos el futuro” 
 del proceso de urbanización y globalización
muerte a nivel mundial. A pesar 
rincipales causas de muerte y discapacidad en 
Y se estima que cerca de 23,3 millones de personas morirán 
según la Organización Mundial de la Salud
mo principal protagonista dentro de las
. Esta patología compleja se produce a partir de la 
, caracterizada por lesiones circunscriptas denominadas 
de la enfermedad tardan en aparecer y 
  
 una amplia variedad de blancos 
a prevención de la enfermedad mediante la reducción o 
 
 surge 
.  
 
ariedad de 
, con la 
  
eliminación de sus factores de riesgo,
paredes internas de los vasos sanguíneos me
de la formación de coágulos
cuando existe riesgo de vida. 
Resulta evidente que los blancos terapéuticos se encuentran
períodos completamente diferentes de la enfermedad. En primer lugar, prevenir el 
desarrollo de la misma en donde la única regla aplicable es la reducción o eliminación de 
los factores de riesgo. Y si bien esto parece una meta simple
de vida actual no siempre permiten alcanzar
encuentra en las etapas avanzadas
cuando la progresión de la patología alcanzó un grado de 
de vida y en donde los riesgos que debe asumir el paciente muchas veces limitan su 
aplicación.  
En definitiva, a pesar de los grandes avances alcanzados en el conocimiento de la biología 
vascular en la última década, todaví
para  avanzar en la prevención y en el tratamiento de la
Nuestro desafío es progresar en la búsqueda del conocimiento de la patogénesis 
temprana de la ateroesclerosis, para 
patológico de la pared arterial, q
temprano y nuevas moléculas
la ateroesclerosis.  
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 la estabilización de los depósitos lipídicos 
diante el empleo de fármacos, la prevención 
 con terapias anticoagulantes, o la intervención quirúrgic
 dirigidos a contrarrestar dos 
, nuestros ritmos vertiginosos 
la. En segundo lugar, el blanco terapéutico se 
 de la enfermedad, como bien indica el nombre
desarrollo que implica un r
a son muchas las preguntas que hay que responder 
 ateroesclerosis. 
poder definir los mecanismos del remodelado 
ue brinden nuevos horizontes en el
 dianas para el tratamiento precoz de 
 
en las 
a 
, 
iesgo 
 diagnóstico 
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1.1. LA ATEROGÉNESIS 
La ateroesclerosis es una enfermedad multifacética y multifactorial, de patogénesis 
desconocida. A pesar de los esfuerzos realizados a lo largo de los últimos años, poco se 
sabe de los mecanismos involucrados en las etapas tempranas de la enfermedad. Aún así, 
diversas hipótesis han tratado de explicar los eventos iniciales de la patología, entre las 
que se destacan: la hipótesis de la “Respuesta a la injuria”, la hipótesis de la “Respuesta a 
la retención” y la hipótesis de la “Oxidación”.  
La hipótesis de la “Respuesta a la injuria” descripta en 1973 por Ross y col. propone que 
la lesión inicial surge como consecuencia de una injuria sobre el endotelio arterial que 
lleva a su descamación. Este proceso es seguido de la adhesión, la agregación y la 
activación plaquetaria en los sitios focales de lesión. Durante dicha activación plaquetaria 
se produce la liberación de factores mitogénicos que junto a componentes plasmáticos 
inducen la proliferación de las células musculares lisas. Esta proliferación temprana es 
acompañada por la síntesis de proteínas de la matriz extracelular vascular (MECv) y del 
depósito intra y extracelular de lípidos (Figura 1).1 
Figura 1. Esquema de la hipótesis de la “Respuesta a la injuria” 
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Esta hipótesis ha perdido fuerza debido a que actualmente se sabe que el endotelio 
vascular permanece intacto a lo largo de la progresión de la patología y solo se produce 
su pérdida en estados avanzados de la misma. 
Tabas y col. proponen en 1995 la hipótesis de la “Respuesta a la retención”. Estos autores 
sugieren que la retención “per se” de las lipoproteínas aterogénicas por parte de la MECv 
es la condición necesaria y suficiente para provocar la lesión inicial. De esta manera 
ignoran la potencial contribución de otros factores, como la hiperlipidemia, el flujo de las 
lipoproteínas y las modificaciones que ellas sufren, las alteraciones en el endotelio 
vascular, las células musculares lisas (CMLs) y la MECv. 
En esta hipótesis, la retención de las lipoproteínas aterogénicas, es el requerimiento 
absoluto para el desarrollo de la lesión y parece ser suficiente para provocar los cambios 
celulares y de la MECv que conducen al desarrollo de la enfermedad. La hipótesis se 
centra en el depósito de las lipoproteínas aterogénicas en los macrófagos y en las CMLs 
que da lugar a la formación de las denominadas células espumosas (Figura 2).2 
Figura 2. Esquema de la hipótesis de la “Respuesta a la retención” 
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Por último, la hipótesis de la “Oxidación” descripta por Steinberg y col. en 1987 se centra 
en la oxidación de las lipoproteínas de baja densidad (LDL). Esta hipótesis propone un 
incremento en la probabilidad de oxidación de dichas lipoproteínas conforme se 
incrementan los niveles séricos de colesterol, en donde las LDL oxidadas impactarían a 
diferentes niveles moleculares. 
Por ejemplo, las LDL oxidadas serían responsables de la iniciación y progresión de la 
aterosclerosis debido a que actuarían como agentes quimioatractantes directos de los 
monocitos, inhibirían su motilidad y serían responsables de la formación de células 
espumosas derivadas de macrófagos vía receptor scavenger. Por otra parte, las LDL 
oxidadas actuarían como agentes citotóxicos del endotelio vascular llevando a la pérdida 
de su integridad, lo que favorecería el ingreso de las LDL a la pared arterial.  
Resulta importante destacar que en esta hipótesis el proceso inflamatorio adquiere 
relevancia ya que actúa como un agente catalítico para acelerar la velocidad de oxidación 
de las lipoproteínas (Figura 3).3 
Figura 3. Esquema de la hipótesis de la “Oxidación” en la aterosclerosis 
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Actualmente es aceptado que la patogénesis de la ateroesclerosis resulta de la suma de 
numerosas reacciones molecularmente complejas, es decir, es un proceso en el que 
confluyen las distintas hipótesis anteriormente descriptas. Como consecuencia, ninguna 
de las mismas puede ser descartada; por el contrario, resulta interesante destacar que 
todas ellas convergen en un punto en común: La Matriz Extracelular Vascular. 
La MECv es un extenso compartimiento, formado por moléculas de colágeno, elastina, 
proteoglicanos y proteínas multidominio, que actúa como escenario de interacción de 
múltiples procesos complejos involucrados en la aterogénesis, entre los que se destacan: 
la injuria del endotelio vascular a través de moléculas pro y anti-inflamatorias liberadas de 
la MECv que orquestan el proceso inflamatorio; la retención de lipoproteínas a expensas 
de los proteoglicanos de la MECv y las modificaciones de las lipoproteínas aterogénicas 
que ocurren luego de su retención. 
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1.2. LA MATRIZ EXTRACELULAR 
La MEC es el componente no celular que se encuentra dentro de los tejidos y órganos, 
provee un soporte físico para los componentes celulares como así también las señales 
biofísicas y bioquímicas requeridas para la morfogénesis, la diferenciación y la 
homeostasis celular.4 
Tradicionalmente se le atribuyó a la MEC un rol estructural pasivo como responsable del 
mantenimiento físico de las células en los tejidos. Sin embargo, actualmente es 
ampliamente aceptado que la MEC desempeña un papel activo en numerosos procesos 
celulares tales como la proliferación, la diferenciación, la migración, la adhesión celular y 
la apoptosis.5 
Esencialmente los principales componentes de la MEC son: agua, proteínas y 
polisacáridos; sin embargo, cada tejido presenta una MEC única en composición y 
topología. Otra particularidad que caracteriza a este compartimiento acelular es su 
elevado dinamismo, siendo objeto de remodelación enzimática y no enzimática, como así 
también de innumerables modificaciones post-traduccionales en diversos procesos fisio-
patológicos. Este abanico de modificaciones le provee una amplia variedad de 
propiedades bioquímicas y mecánicas órgano-específicas.6  
La MEC está formada principalmente por tres tipos de biomoléculas: las proteínas fibrosas, 
las proteínas multiadhesivas o glicoproteínas y los proteoglicanos (PGs) (Figura 4). 
Las proteínas fibrosas forman el esqueleto de la MEC, siendo las más abundantes el 
colágeno y la elastina.7 
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Por su parte, las proteínas multiadhesivas actúan como moléculas de adhesión en las 
interacciones célula-célula y célula-matriz. Algunos de sus principales exponentes son la 
fibronectina, la laminina, la tenascina y la trombospondina. 
Figura 4. Componentes de la matriz extracelular 
 
 
 
 
 
 
Por último, los PGs son moléculas complejas formadas por un esqueleto proteico 
modificado covalentemente por largas cadenas de polisacáridos del tipo de los 
glicosaminoglicanos (GAGs). 
Los GAGs resultan de la repetición de unidades disacarídicas constituidas por un ácido 
hexaurónico y una N-acetilhexosamina. La amplia variedad de funciones atribuidas a los 
PGs se relaciona con su variabilidad estructural. Fundamentalmente estas biomoléculas 
actúan como tampón hidrosalino, amortiguador de fuerzas de compresión tisular y como 
reservorio dinámico de citoquinas, quemoquinas y factores de crecimiento.8 
1.2.1. La matriz extracelular vascular 
Como su nombre lo indica, la MECv es la MEC que se encuentra presente en los vasos 
sanguíneos. Es una estructura dinámica y activa, con un rol fundamental en la regulación 
de la función vascular en condiciones normales y patológicas. 
 
Proteína fibrosa 
Proteína multiadhesiva 
MATRIZ 
EXTRACELULAR 
Proteoglicano 
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La pared vascular está formada por tres capas concéntricas o túnicas: la túnica íntima, la 
media y la adventicia.9 La túnica íntima está formada por el endotelio, la membrana basal 
subendotelial y la lámina elástica interna. Le sigue inmediatamente la túnica media, 
formada por CMLs en los grandes vasos y pericitos en los capilares, y por la lámina 
elástica externa. Finalmente, se encuentra la túnica adventicia encargada de unir los 
vasos sanguíneos al tejido conectivo subyacente, y en donde se encuentra la vasa 
vasorum, capilares que proveen la fuente nutricional y de oxígeno a las diferentes túnicas. 
La composición química, el grosor y la arquitectura de la MECv varían dependiendo del 
tipo de vaso sanguíneo, la localización de un tipo de vaso sanguíneo y dentro del mismo 
vaso. La MECv se clasifica funcionalmente en membrana basal subendotelial y la matriz 
intersticial. 
1.2.2. La membrana basal subendotelial 
Este tipo específico de MECv, la membrana basal subendotelial, se encuentra 
inmediatamente por debajo del endotelio vascular, formando un soporte de anclaje para 
las células endoteliales. Es sintetizada por las células que se encuentran en cada una de 
sus caras: las células endoteliales (CEs) y las CMLs. Esta matriz especializada sirve como 
una extensión de la membrana plasmática protegiendo a los tejidos del estrés físico, y 
provee una interfase de interacción y comunicación entre las células y el entorno.  
Los principales componentes de la membrana basal subendotelial son las fibras de 
colágeno tipo IV, que forman una red bidimensional, y las lamininas, moléculas 
heterotriméricas multiadhesivas en forma de cruz que forman una segunda red 
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bidimensional. Estas redes son interconectadas por las proteínas multiadhesivas 
denominadas entactinas.  
Como principal exponente de los PGs de la membrana basal subendotelial se encuentra el 
perlecano. Este último es un PG multidominio que interconecta moléculas de la MEC con 
moléculas de la superficie celular. Paralelamente a esta función de anclaje, el perlecano 
actúa como sitio de unión para muchas moléculas biológicas, como factores de 
crecimiento y lipoproteínas, entre otros.10,11 
1.2.3. La matriz intersticial  
La composición de la MEC de la túnica intima, media y adventicia presenta una alta 
variabilidad dependiendo del tipo de vaso sanguíneo. Particularmente, la MEC de la 
túnica media es producida por las CMLs, las cuales se encuentran inmersas en una red de 
miofibrillas de elastina y fibras de colágeno tipo I y III. Otros de sus componentes son las 
proteínas multiadhesivas como la fibronectina, la cual resulta fundamental para el control 
del depósito, organización y estabilidad del colágeno tipo I, III y trombospondina-1. La 
fibronectina media la respuesta de las CMLs frente a fuerzas mecánicas a través de los 
receptores de integrinas. Finalmente, los PGs predominantes en la túnica media son el 
versicano, la decorina, el biglicano y el perlecano. 
La MEC de la adventicia es considerada una plataforma que contiene fibroblastos, vasos 
sanguíneos y linfáticos, nervios y células del sistema inmune. Los fibroblastos, principal 
tipo celular presente en dicha túnica, controlan la composición de la MEC. Su principal 
componente son las fibras de colágeno tipo I y tipo III.12, 13 
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1.2.4. Los proteoglicanos de la matriz extracelular vascular 
Los PGs son componentes ubicuos de la MECv que varían considerablemente en 
estructura y tamaño; como se mencionó previamente, están formados por un núcleo o 
esqueleto proteico y una o más cadenas de GAGs (Figura 5). 
Figura 5. Esquema representativo de un proteoglicano 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Los GAGs son largas cadenas polisacarídicas no ramificadas formadas por repeticiones de 
unidades disacarídicas compuestas por un ácido hexaurónico, ácido glucurónido o 
idurónico, unido a una N-acetilhexosamina, que puede ser N-acetilgalactosamina o N-
acetilglucosamina.  
Basado en su estructura química, los GAGs se clasifican en: condroitín/dermatán sulfato 
(CS/DS), heparán sulfato (HS), ácido hialurónico (HA) y keratán sulfato (KS) (Figura 6).14  
El keratán sulfato constituye una excepción a la definición de GAG, debido a que presenta 
en su estructura química una galactosa en vez de un ácido hexaúronico. Por otro lado, el 
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ácido hialurónico carece de un esqueleto proteíco, pero interacciona con otros 
proteoglicanos a través de sus cadenas de GAGs (Tabla 1). 
Figura 6. Unidades disacarídicas de los glicosaminoglicanos 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Se indica para cada GAG la unidad disacarídica con los diferentes sitios de sulfatación (círculo rosa) y los de 
grupos carboxilos (círculo azul). 
Es posible pensar que las diferencias estructurales de las unidades disacarídicas de las 
largas cadenas de los GAGs son pequeñas; sin embargo, las modificaciones por 
sulfatación, epimerización y desacetilación aportan una gran diversidad estructural que 
resulta crítica para su actividad específica, características químicas que residen en un 
exquisito sistema multienzimático de síntesis.15  
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Por último, y teniendo en cuenta el tipo de cadena de GAG que constituyen los PGs, los 
PGs son clasificados en: condroitín sulfato PGs (CS-PGs), dermatán sulfato PGs (DS-PGs), 
heparán sulfato PGs (HS-PGs) y keratán sulfato PGs (KS-PGs).16 
Tabla 1. Clasificación de los glicosaminoglicanos 
CATEGORÍA DISACÁRIDO 
ÁCIDO 
HEXAURÓNICO 
HEXOSAMINA MODIFICACIONES 
CS/DS U2X(α/β1,3)HNAc,4X,6X(β1,4) IdoA/GlcA Galactosamina X-sulfatada 
HS U2X(α/β1,4)HNY,3X,6X(α1,4) IdoA/GlcA Glucosamina 
X-sulfatada 
Y-acetilada/sulfatada 
HA GlcA(β1,3)HNAc(β1,4) GlcA Glucosamina ------------ 
KS Gal6X(β1,4)HNAc,6X(β1,3) Galactosa Glucosamina X-sulfatada 
CS/DS: condroitín/dermatán sulfato; HS: heparán sulfato; HA: ácido hialurónico; KS: keratán sulfato; HS: 
hexosamina; U: ácido hexaurónico; IdoA: ácido α-L-idurónico; GlcA: ácido β-D-glucurónido; Gal: β-D-
galactosa. 
Sobre la base de esta clasificación, los principales CS/DS-PGs de la MECv son el versicano, 
la decorina y el biglicano, siendo los dos últimos miembros de la familia de los pequeños 
proteoglicanos ricos en leucina (SRLP). Dentro de los HS-PGs se encuentran el sindecano, 
el glipicano y el perlecano.17 
Dentro de los principales CS/DS-PGs de la MECv el versicano puede presentar de 17-23 
cadenas de CS (25-60 kDa) cuya relación 6S/4S oscila alrededor de 2.18 La decorina y el 
biglicano presentan una y dos cadena de CS/DS, respectivamente. En el caso de la 
decorina el 90 % de su cadena de GAG es de DS cuya relación 6S/4S oscila alrededor de 
0,2; en cambio, el biglicano presenta dos cadenas de CS principalmente. El perlecano, en 
cambio, presenta cuatro cadenas de HS.19  
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1.2.5. Síntesis de las cadenas de condroitín/dermatán sulfato 
La síntesis de las cadenas de CS/DS, HS como así también la heparina comienza por la 
síntesis de un precursor tetrasacarídico común compuesto por xilosa-galactosa-
galactosa-ácido glucurónico. Mediante el agregado secuencial de cada uno de los 
monosacáridos a un residuo de serina por acción de las respectivas glicosiltransferasas 
(xilosiltransferasa, β1,4-galactosiltransferasa I, β1,3-galatosiltransferasa II, β1,3-
glucoroniltransferasa I). El residuo de serina se encuentra presente dentro de una 
secuencia consenso del esqueleto proteico de los PGs, definida como a-a-a-a-Gly-Ser-Gly-
a-b-a (a=Glu o Asp y b=Gly, Glu o Asp) (Figura 7). 
Figura 7. Esquema representativo de la síntesis de las cadenas de CS/DS 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Xil-T: xilosiltransferasa; GalT-I: β1,4-galactosiltransferasa I; GalT-II: β1,3-galatosiltransferasa II; GluAT-I: 
β1,3-glucoroniltransferasa I; GalNAcT-I: N-acetilgalactosaminiltransferasa I; GluAT-II: Ác. Glucurónico 
transferasa II; GalNAcT-II: N-acetilgalactosaminiltransferasa II; DS-epi1/2: Dermatán sulfato epimerasa 1/2. 
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El agregado de la primera N-acetilgalactosamina al precursor tetrasacarídico por acción 
de la N-acetilgalactosaminatransferasa I gatilla la síntesis del esqueleto de CS. A 
continuación ocurre el agregado de ácido glucurónico y N-acetilgalactosamina, 
repeticiones disacarídicas del CS, por acción de la ácido glucurónico transferasa II y N-
acetilgalactosaminatransferasa II (Figura 7). 
Si se agrega un primer residuo de N-acetilglucosamina en vez de N-acetilgalactosamina al 
precursor tetrasacarídico, se gatilla la síntesis de HS, subrayando la importancia del 
primer residuo adicionado al precursor para iniciar la síntesis de CS/DS o bien del HS. 
El esqueleto de CS es modificado por epimerización y sulfatación. La epimerización del C5 
del ácido glucurónico por acción de la dermatán sulfato epimerasa 1 y 2 (DS-epi1 y DS-
epi2) da lugar a la formación de DS (Figura 7). El CS/DS puede ser sulfatado en el C2 del 
ácido glucurónico o bien en los C4 y C6 de la N-acetilgalactosamina.  
La regulación temporo-espacial de la expresión de las enzimas involucradas en la síntesis 
de GAGs es responsable de la heterogeneidad estructural de las cadenas de GAGs. Hasta 
la actualidad se han clonado seis enzimas responsables de la síntesis del esqueleto de CS: 
condroitínsintasa (ChSy)-1, 2 y 3; factor de polimerización de condroitín (ChPF); condroitín 
N-acetilgalactosaminiltransferasa (ChGn)-1 y 2. 
La ChSy-1, ChSy-2, la ChSy-3 y el ChPF poseen actividad glicosiltransferasa dual (GluAT-II y 
GalNAcT-II), pero por sí solas no son capaces de sintetizar las cadenas de CS: es necesaria 
la presencia de al menos dos de estas cuatro enzimas. 
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Por otro lado, la ChGn-1 y la ChGn-2 poseen actividad GalNAcT-I y GalNAcT-II: se ha 
descripto la participación de la ChGn-1 en la regulación del inicio de la síntesis de las 
cadenas de CS y el papel de la ChGn-2 en la hiperelongación de dichas cadenas en 
modelos murinos.  
Hasta la actualidad se han propuesto dos vías principales de síntesis de las cadenas de CS. 
Por un lado, se entiende al complejo ChSy-1-ChSy-3 como principal responsable de la 
síntesis. Por otro lado, se propone a la ChGn-1 como la responsable de transferir el primer 
residuo de N-acetilgalactosamina al precursor tetrasacarídico, en donde la condroitín 4-O 
sulfotransferasa 2 (C4ST-2) coopera con la ChGn-1 para iniciar la síntesis de CS.  
Estudios en modelos murinos knockout para el receptor de LDL han mostrado un 
aumento en la longitud o hiperelongación de las cadenas de CS, acompañado por un 
aumento de la expresión de ChGn-2 y C4ST-1 conforme avanza la patología, sin detectarse 
modificaciones en la expresión de ChGn-1 y C4ST-2 (Figura 8).20  
Figura 8. Esquema de enzimas reguladoras del inicio y elongación de la síntesis de CS/DS 
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1.3. DINÁMICA DE LOS PROTEOGLICANOS DE LA MATRIX EXTRACELULAR 
VASCULAR EN LA ATEROESCLEROSIS 
1.3.1. Los proteoglicanos y las etapas tempranas de la ateroesclerosis 
El rol activo de los PGs de la MECv en la progresión y las complicaciones de la 
ateroesclerosis ha sido ampliamente descripto. Sin embargo, estas biomoléculas 
adquieren particular interés en la génesis de la patología. Interesantemente, ha sido 
descripto en individuos jóvenes sanos un incremento de CS/DS-PGs en la lesión temprana 
conocida como engrosamiento difuso de la íntima, lesión que precede al depósito de 
lípidos en la pared vascular.21,22 
En las etapas iniciales de la enfermedad, los PGs surgen como los principales 
protagonistas de la hipótesis de la “Respuesta a la retención”, debido a que los mismos 
están implicados en la retención de las lipoproteínas en la túnica íntima de los vasos 
sanguíneos. Este fenómeno ocurre mediante interacciones específicas del tipo 
electroestáticas, que se establecen entre las cargas positivas, presentes en los 
aminoácidos de las apoproteínas B y E de las lipoproteínas, y las cargas negativas 
presentes en las cadenas de los GAGs.23 Dicha interacción involucra principalmente a los 
CS-PGs y a los DS-PGs sulfatados en la posición 6 de la N-acetilgalactosamina.24,25,26   
Por otro lado, la interacción de las lipoproteínas con los PGs contribuye indirectamente a 
las modificaciones químicas que incrementan sus propiedades aterogénicas. La 
interacción GAG-LDL favorece la exposición de los aminoácidos cargados positivamente 
de las apoproteínas y consecuentemente aumenta su accesibilidad a proteasas. Además, 
  
la retención de las lipoproteínas
fosfolípidos y esfingolípidos
esfingomielinasa secretoria, 
liberación de lisofosfolípidos, ácidos grados y ceramidas q
señales pro-inflamatorias. 
indirectamente a la fragmentación 
lipoproteínas que conduce a la posterior
arterial causando el depósito lipídico extracelular característico
(Figura 9).28 
El aumento temprano del depósito
regiones atero-propensas adquiere además importancia
inflamatoria. 
Figura 9. Esquema representativo de
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1.3.2. Los proteoglicanos y la respuesta inflamatoria 
Actualmente, la ateroesclerosis es considerada una enfermedad inflamatoria crónica que 
resulta de la interacción de diferentes componentes de la MECv, lipoproteínas y 
componentes celulares como las CEs, los monocitos/macrófagos, los linfocitos T y las 
CMLs.29,30 La ateroesclerosis se desarrolla en el espacio subendotelial en regiones atero-
propensas donde ocurren la injuria endotelial y el depósito de las lipoproteínas, eventos 
responsables de desencadenar una respuesta inflamatoria que se autoperpetúa a lo largo 
de la patología.31 
Durante la génesis de la enfermedad se liberan moléculas endógenas, tanto intra como 
extracelulares, que actúan como moléculas patrón asociadas a la injuria (DAMP), las 
cuales adquieren particular relevancia en el proceso inflamatorio a través de su 
interacción con los receptores de reconocimiento de patógenos (PRR) y los tipo Toll (TLR). 
En el primer caso, la activación de los PRR por parte de las DAMP activa vías dependientes 
del factor transcripcional nuclear κB (NF-κB), de la proteína quinasa activada por 
mitógenos p38 (MAPK-p38) y la vía del interferón tipo I; esto genera un aumento de la 
secreción de citoquinas inflamatorias, como por ejemplo la interleuquina 1-β (IL-1β), el 
factor de necrosis tumoral α (TNF-α), la interleuquina 6 (IL-6), quemoquinas como la 
proteína inflamatoria de macrófagos 1α (MIP-1α) y la proteína quimioatractante de 
monocitos (MCP-1), y factores de crecimiento como el factor transformador de 
crecimiento (TGF-β) y el factor estimulante de colonias (CSF).  
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Por su parte, los SRLPs presentan en sus secuencias de aminoácidos regiones que actúan 
como poderosos DAMP activando la respuesta inflamatoria estéril. El biglicano en su 
forma soluble, luego de ser liberado de la MEC por acción de diferentes enzimas 
proteolíticas como las metaloproteasas de matriz (MMP) 2, 3 y 13, es capaz de unirse a 
través de sus repeticiones ricas en leucina a los TLR2 y 4. La activación de estos receptores 
lleva a un aumento de la síntesis de TNF-α y a la liberación de diferentes agentes 
quimioatractantes como MIP-1α y MCP-1 por parte de los macrófagos. Esta respuesta 
inflamatoria se amplifica a través de la síntesis de novo de biglicano por parte de los 
macrófagos localizados en el microambiente injuriado.32,33 
Al igual que el biglicano, la decorina es capaz de activar TLR-2 y 4, desencadenando una 
respuesta inflamatoria y su propia síntesis. Además, se ha reportado que este PG es capaz 
de aumentar la sobrevida de los macrófagos por inducción de p21 y p27.34 
También el versicano puede activar al heterodímero TLR-2/6 a través de sus cadenas de 
GAGs. Para dicha activación es necesaria la molécula intacta de versicano, a diferencia de 
lo que ocurre con la decorina y el biglicano, para los cuales solo fragmentos proteicos son 
suficientes en la activación de los TLRs. Por otro lado, la unión del versicano al HA 
produce cambios estructurales y funcionales en la MECv que favorecen la adhesión y 
retención de los leucocitos, y estabilizan la señalización dependiente de CD44 en los 
macrófagos.35 
Los CS/DS-PGs son capaces de inducir una respuesta inflamatoria y su propia síntesis en 
los macrófagos. De esta manera, inician un ciclo de retroalimentación en donde los PGs 
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son capaces de gatillar y propagar la respuesta inflamatoria de forma autócrina y 
parácrina. Esta retroalimentación es frenada por una activación tardía de los linfocitos B 
que en última instancia inducen la expresión de integrinas en las células inflamatorias, las 
cuales unen componentes de la MECv durante la inflamación. 
Además de inducir una respuesta inflamatoria estéril directa,36 los PGs pueden modular la 
respuesta inflamatoria, o bien a través de sus esqueletos proteicos o bien por sus cadenas 
de GAGs. Por ejemplo, el biglicano y la decorina son capaces de secuestrar TGF-β y TNF-α 
a través de sus esqueletos proteicos. Mientras que las cadenas de GAGs son liberadas y 
convertidas en sus formas solubles por diferentes agentes injuriantes, siendo capaces de 
activar factores de crecimiento. Por ejemplo, el HS liberado en el ambiente inflamatorio 
activa diferentes factores de crecimiento como: el factor de crecimiento fibroblástico 
(FGF), el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y el factor de crecimiento 
hepático (HGF).37 Por otro lado, los GAGs pueden modular el reclutamiento de los 
leucocitos al sitio de inflamación a través de la regulación de los gradientes de 
quemoquinas y citoquinas, ya que actúan como agentes secuestradores de dichos 
factores. Asimismo, se ha reportado su capacidad de unión a las L-selectinas, las E-
selectinas y las P-selectinas, bloqueando la adhesión de leucocitos.15  
Particularmente, se han estudiado las propiedades del CS como un agente preventivo de 
la ateroesclerosis considerando sus propiedades anti-inflamatorias. Quedó demostrado 
en un modelo animal de ateroesclerosis que la administración profiláctica de CS reduce el 
desarrollo de la lesión vascular en la aorta.38,39 
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De esta forma, los PG adquieren un papel protagónico en las etapas tempranas de la 
ateroesclerosis, en donde las moléculas nativas o sus productos de degradación gatillan 
diversos eventos asociados con la regulación de la respuesta inflamatoria estéril (Figura 
10). 
Figura 10. Efecto modulador de los PG en la respuesta inflamatoria estéril 
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1.3.3. Cambios en los proteoglicanos durante las etapas tempranas de la 
ateroesclerosis  
Numerosos estudios han reportado cambios estructurales y en el patrón de expresión de 
los principales PGs de la MECv a lo largo del proceso ateroesclerótico. Sin embrago, este 
remodelado de la MECv es dependiente tanto del grado de evolución de la patología 
como del modelo utilizado para su estudio.40,41,42 
Particularmente en humanos, se consideran a los CS/DS-PGs, principalmente al biglicano y 
al versicano, como PGs pro-aterogénicos, a diferencia de los HS-PGs, como el perlecano y 
el sindecano, cuya función en la ateroesclerosis es menos clara.  
Para algunos autores, los HS-PGs presentan un carácter pro-aterogénico, ya que se ha 
visto en modelos murinos deficientes en Apo E (Apo E-/-) o en los receptores de LDL (LDLR-
/-) un rol activo del perlecano en el desarrollo de la enfermedad, probablemente a través 
de su dominio de homología a los receptores de LDL que permitiría la retención de dichas 
partículas.43,44,45 Sin embargo, en humanos se ha detectado una disminución en la 
expresión de los HS-PGs tanto en las carótidas de pacientes con ateroesclerosis como en 
las de pacientes con patologías que aceleran el proceso, como la diabetes.  
Como fue mencionado previamente en la introducción, los CS/DS-PGs muestran un 
aumento de los patrones de expresión en las etapas tempranas de la ateroesclerosis; 
incremento asociado a la retención de lipoproteínas y a la expansión intimal.21,46  
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Ahora bien, la ateroesclerosis es una patología que se desarrolla en sitios específicos de la 
vasculatura, donde las arterias coronarias y la carótida interna resultan altamente 
susceptibles, mientras que la arteria torácica interna y la distal son atero-resistentes.  
En humanos, la aterosclerosis se va a iniciar en los sitios de engrosamiento intimal que se 
producen en los puntos de ramificación de los vasos sanguíneos. En estas áreas de 
bifurcación, uno de los parámetros de mayor interés son los cambios en el flujo 
sanguíneo, que permiten explicar en parte los sitios de atero-susceptibilidad. Pero, ¿cuál 
sería el papel de los PGs en estos sitios de atero-susceptibilidad? 
De acuerdo a lo reportado por Talusan y col., los PGs biglicano, decorina, perlecano y 
versicano en la hiperplasia vascular humana de dos tipos arteriales, uno atero-propenso y 
uno atero-resistente, presentan la misma frecuencia de aparición. El único PG presente 
en mayor proporción en las arterias atero-susceptibles es el lumicano, un miembro de la 
familia de los SRLP del tipo KS-PG.47  
Entonces habría que preguntarse si existen diferencias en las cadenas de GAGs entre los 
sitios de atero-susceptibilidad y atero-resistencia. Leta y col. reportaron que la pared 
venosa es rica en DS mientras que la pared arterial lo es en CS y en menor cuantía en HS. 
Estos autores reportaron que el porcentaje de CS/DS que es retenido por las columnas de 
afinidad de LDL provenientes de las arterias y venas es el mismo; y que tanto el DS como 
el CS son retenidos por las LDL.  
Considerando estas similitudes entre la pared arterial y venosa, Leta y col. proponen que 
el contenido total de CS/DS con afinidad por las LDL per se es insuficiente para explicar el 
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inicio del proceso ateroesclerótico, señalando la importancia de factores intrínsecos y/o 
hidrodinámicos adicionales que se encuentran presentes en las arterias e inducen un 
aumento de la expresión de los CS/DS necesario para iniciar el proceso patológico. De 
hecho, cuando se transfieren segmentos de la vena safena al sistema arterial durante el 
bypass de las arterias coronarias, dichos segmentos desarrollan la lesión 
ateroesclerótica.26 
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1.4. LAS VLDL COMO DESENCADENANTES DEL PROCESO 
ATEROESCLERÓTICO 
1.4.1. Carácter aterogénico de las VLDL 
El rol de las LDL en la iniciación y en el desarrollo de la ateroesclerosis ha sido 
ampliamente descripto; sin embargo, el papel de sus precursores ricos en triglicéridos, las 
lipoproteínas de muy baja densidad (VLDL), en la patología es objeto de controversia y 
actual discusión.48,49,50 
Las VLDL son partículas sintetizadas y secretadas por el hígado con un diámetro promedio 
de entre 30 a 100 nm. La porción lípidica de estas lipoproteínas contiene un 60 % de 
triglicéridos (TG), 20 % de colesterol (Col) y el resto son fosfolípidos (FL).51 Las apo-
proteínas que las conforman son: la apo B-100, la apo C-I, la apo C-II, la apo C-III y la apo 
E.  
Dos hipótesis han sido propuestas en relación con los niveles circulantes de triglicéridos y 
la ateroesclerosis. Por un lado, Zilvermist propuso que durante el estado postprandial, los 
quilomicrones son convertidos en sus remanentes, los cuales podrían penetrar la pared 
arterial y depositar Col.52 Esta hipótesis encuentra sustento en el hecho de que los 
quilomicrones remanentes han sido encontrados en la lesión ateroesclerótica. Entonces el 
interrogante que surge inmediatamente es si las lipoproteínas ricas en triglicéridos no 
remanentes son aterogénicas. Esta pregunta encuentra en parte su respuesta en una 
segunda hipótesis, que sugiere que la toxicidad de las lipoproteínas ricas en triglicéridos 
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podría deberse a los productos que surgen de su lipólisis, como ácidos grasos y 
lisolecitinas.  
Numerosos reportes han demostrado que los ácidos grasos saturados e insaturados 
liberados durante el metabolismo parcial de las VLDL por la lipoproteína lipasa (LPL) son 
capaces de actuar sobre los principales tipos celulares involucrados en la aterogénesis: las 
CEs, las CMLs y los macrófagos. Numerosos trabajos reportan que los productos de 
lipólisis de las VLDL aumentan la permeabilidad y el estrés oxidativo endotelial, activan el 
endotelio vascular e inducen su apoptosis.53,54,55 Por otro lado, se demostró que los ácidos 
grasos no saturados son más tóxicos que los insaturados sobre las CMLs, ya que inducen 
necrosis de manera dosis dependiente.56 Por su parte, el ácido linoleico es capaz de 
inhibir la proliferación de las CMLs y aumentar la expresión del versicano, la decorina y el 
sindecano-4.57 
Además del componente lipídico, las VLDL presentan un componente proteico que puede 
impactar en el desarrollo de la ateroesclerosis; por ejemplo, se ha reportado un efecto 
aterogénico directo de la apo C-III. Esta apoproteína es capaz de activar el endotelio 
vascular, inducir la adhesión de monocitos a las CEs, causar disfunción endotelial y 
generar resistencia a la insulina, entre otros efectos.58 
Como último punto a considerar, surge establecer si estas lipoproteínas ricas en 
triglicéridos podrían ser oxidadas y contribuir mediante sus derivados oxidados al proceso 
ateroesclerótico. Aunque muy poco se conoce sobre el efecto de las VLDL oxidadas en el 
desarrollo de la patología, Norata y col. han demostrado que luego de su oxidación 
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drástica en presencia del catión divalente cobre las VLDL son capaces de inducir un 
aumento de las especies reactivas del oxígeno (ROS) y desarrollar un efecto citotóxico 
sobre las CEs, efectos que no muestran sus precursoras no oxidadas.59 Además se ha 
reportado que estas lipoproteínas oxidadas son capaces de acumular Col esterificado en 
los macrófagos más eficientemente que las VLDL sin oxidar.60   
1.4.2. Receptores y vías de señalización asociados a las VLDL 
Los receptores de VLDL (VLDLR), miembros de la familia de receptores de LDL, son 
expresados en las CEs y en las CMLs de venas y arterias, tanto en condiciones fisiológicas 
como en la lesión ateroesclerótica.  
En los macrófagos, los VLDLR son responsables de la internalización de las VLDL a través 
de su interacción con las apo E. Sin embargo, no es esta la única vía de internalización de 
las lipoproteínas ricas en triglicéridos en este tipo celular, ya que se ha descripto la 
participación de otros receptores, como los receptores de LDL, la proteína relacionada a 
los receptores de LDL, los receptores de apo B-48 y los receptores scavenger CD36.61 
Además de regular la internalización de las lipoproteínas, los VLDLR activan diferentes 
vías de señalización intracelular. Aunque estas últimas no han sido descriptas 
apropiadamente, se ha reportado que la unión de las VLDL a los receptores presentes en 
las CEs transduce una cascada de señalización que activa al factor tanscripcional NF-κB y a 
las quinasas reguladas por señales extracelulares 1 y 2 (ERK1/2), involucradas en la 
repuesta inflamatoria y en la proliferación celular, respectivamente.  
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Por su parte, las VLDL provenientes de pacientes con hipertrigliceridemia activan 
principalmente MAPK-p38, NF-κB y CREB (proteína de unión a elementos de unión a 
AMPc), todas vías asociadas a una respuesta celular de características inflamatorias. 
Resulta interesante señalar que los derivados oxidados de las VLDL activan vías 
diferentes: el factor transcripcional AP-2, CREB y MAPK-p38.62,59 A continuación, se 
esquematiza el efecto inductor de la ateroesclerosis de las VLDL (Figura 11). 
Figura 11. Las VLDL como inductoras de la ateroesclerosis 
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1.5. EL ENDOTELIO VASCULAR: UN ÓRGANO FUNCIONAL 
El endotelio vascular consiste en una monocapa de células que cubre la luz interna de los 
vasos sanguíneos. Actúa como una interfase dinámica que integra y transduce estímulos 
humorales y mecánicos, sintetizando y metabolizando productos que operan de forma 
paracrina y autocrina en el manteniendo de la homeostasis vascular.31 
El endotelio vascular desarrolla numerosas funciones: regula el tráfico de moléculas entre 
la sangre y los tejidos, actúa como una superficie anticoagulante, contribuye a la 
homeostasis y reparación vascular, juega un rol crucial en el tono vascular y en la 
regulación del flujo sanguíneo, como así también regula la respuesta inflamatoria.63 
El endotelio contribuye activamente al mantenimiento de la homeostasis vascular, a 
través de la liberación de factores humorales que contraen o dilatan los vasos sanguíneos 
dependiendo de la naturaleza del estímulo. La homeostasis vascular involucra un control 
estricto del balance entre un estado vasodilatador, asociado a una respuesta anti-
oxidante, anti-inflamatorio y anti-trombótico, y un estado vasoconstrictor, asociado a una 
respuesta pro-oxidante, pro-inflamatorio y pro-trombótico. 
En el desarrollo de la ateroesclerosis, los factores de riesgo que aceleran el proceso 
patológico son los mismos que impactan sobre el endotelio vascular desencadenando una 
respuesta inflamatoria no controlada y una reacción fibroproliferativa.64  
Este desbalance en la homeostasis vascular presente en la ateroesclerosis permite revivir 
la hipótesis “respuesta a la injuria” propuesta hace más de cuarenta años por Ross y col., 
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la cual centra al endotelio vascular como principal protagonista en la génesis de la 
ateroesclerosis (Figura 12).  
Figura 12. Desbalance en la homeostasis vascular en la ateroesclerosis 
 
 
 
 
 
 
1.5.1. El endotelio vascular como principal integrador de los agentes 
desencadenantes de la ateroesclerosis 
La hipertensión, el tabaquismo, la dislipemia, la diabetes mellitus, la falta de ejercicio 
físico y la obesidad son factores de riesgo asociados con el desarrollo de la enfermedad. 
La exposición crónica a estos factores compromete la integridad funcional y estructural 
del endotelio vascular, y desencadenan la disfunción endotelial.65 Esta última es definida 
como una disminución de la síntesis, la liberación y/o la actividad endotelial dependiente 
del oxido nítrico (NO).  
En el endotelio, el NO es sintetizado por la óxido nítrico sintasa endotelial (eNOS) a partir 
de L-arginina, oxígeno molecular y nicotinamida adenina dinucleótido fosfato 
monohidrógeno (NADPH) para producir NO y L-citrulina. Como cofactores enzimáticos, la 
eNOS utiliza la flavina adenina dinucleótido (FAD), flavina mononucleótido (FMN) y la 
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tetrahidropterina (BH4). Cuando los niveles de L-arginina y BH4 son suficientes, la eNOS 
dimeriza y es capaz de transferir los electrones del NADPH presente en el dominio 
reductasa del carboxilo terminal, vía FAD y FMN, al grupo hemo en el dominio oxidasa del 
amino terminal para la síntesis del NO. Adicionalmente, son requeridos altos niveles 
intracelulares de calcio que por unión a la calmodulina favorece la activación de la eNOS.  
El NO regula un amplio espectro de funciones en el sistema cardiovascular, actuando 
como un potente agente anti-ateroesclerótico. Son conocidos sus efectos beneficiosos 
como vasodilatador a través de la producción de GMPc a nivel de las CMLs; inhibidor de la 
adhesión leucocitaria a través de la represión de la expresión de las integrinas 
CD11/CD18; inhibidor de la migración y proliferación de las CMLs, y de la adhesión y la 
agregación plaquetaria; y activador de los progenitores endoteliales (EPC) favoreciendo la 
neovascularización.66,67  
El descenso de la biodisponibilidad del NO puede estar asociado a diferentes mecanismos 
moleculares, como la disminución de la expresión de la eNOS, el desacople de la eNOS y 
el secuestro del NO por ROS; estos mecanismos distan de ser mutuamente excluyentes: 
por el contrario ocurren simultáneamente.  
Frente al estrés oxidativo, la eNOS puede pasar de ser productora de NO, un agente 
atero-protectivo, a producir el radical superóxido (O2
.-), un importante agente oxidante 
pro-aterogénico, en un fenómeno denominado desacople de la eNOS. Los mecanismos 
implicados en el desacople de la eNOS: son la disminución de BH4, la depleción de L-
arginina, la acumulación de metilargininas y la S-gluationidación de la eNOS.68  
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Por otro lado, se ha descripto el efecto “Yin-Yang” del NO en la homeostasis 
cardiovascular, en donde los niveles normales del NO producidos por la eNOS resultan 
atero-protectivos, mientras que la sobreproducción del NO por la NO sintasa inducible 
(iNOS) resulta característico en regiones atero-propensas (Figura 13).69  
Figura 13. Efecto Yin-Yang del NO 
 
 
 
 
 
 
 
En el endotelio vascular, diferentes estímulos inflamatorios, como productos bacterianos 
y citoquinas pro-inflamatorias,  inducen la expresión de la iNOS que lleva a un incremento 
en los niveles de NO.70 El rol pro-aterogénico asociado a la sobreproducción (niveles 
micromolares) del NO se debe principalmente a su capacidad para reaccionar con el O2
.- y 
formar peroxinitrito (ONOO-), especie reactiva del nitrógeno (RNS) capaz de producir la 
nitración de proteínas característica del proceso ateroesclerótico.71  
Por otro lado, los procesos inflamatorios crónicos asociados con la presencia de 
citoquinas, como el TNF-α y la IL-6, y con los productos de glicosilación avanzada 
característicos de pacientes con diabetes, son capaces de producir una activación 
endotelial. La misma se caracteriza por un aumento de la expresión endotelial de las 
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moléculas de adhesión VCAM-1, ICAM-1 y selectina-E, que facilitan el reclutamiento de 
leucocitos a la pared vascular. Estos dos fenómenos, la disfunción y activación endotelial, 
están interrelacionados, debido a que una disminución del NO es capaz de inducir una 
activación endotelial, y asimismo, la activación lleva a una inhibición de la eNOS 
produciendo una disfunción. Ambas, la disfunción y activación endotelial, caracterizan la 
injuria endotelial vascular típica de las etapas tempranas de la ateroesclerosis (Figura 
14).72  
Figura 14. Asociación entre disfunción y activación endotelial 
 
 
 
 
 
 
 
 
Además de estas alteraciones, el endotelio vascular de las zonas atero-susceptibles 
presenta: una alteración de su función de barrera caracterizada por un aumento de la 
permeabilidad endotelial a macromoléculas plasmáticas,73 un alto grado de recambio y 
senescencia celular, pérdida del glicocálix,74 y estrés del retículo endoplásmico75.  
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Estos sitios donde se altera la fisiología normal del endotelio vascular son propensos al 
depósito de apo B lipoproteínas, las cuales luego de su modificación, por oxidación y/o 
por otras modificaciones moleculares, son capaces de exacerbar la injuria endotelial.  
Un detalle no menor es el hecho de que la patología se desarrolla en sitios específicos del 
árbol arterial, en puntos de ramificación y curvatura, áreas asociadas con un flujo 
sanguíneo oscilatorio más que con un flujo laminar. A nivel molecular, los fenotipos 
endoteliales atero-susceptibles y atero-resistentes están asociados con una cascada de 
transducción de señales y una expresión génica diferencial, en donde los fenotipos 
endoteliales atero-susceptibles activan principalmente el factor transcripcional NF-κB y 
los atero-resistentes los factores de transcripción similares al factor Krüppel 2 y 4 (KLF-
2/4), vías de señalización antagónicas.  
1.5.2. Disfunción endotelial y mitocondrial  
Otro punto de interés en la patogénesis de la ateroesclerosis es que los mismos factores 
de riesgo que desencadenan la disfunción endotelial, son capaces de inducir disfunción 
mitocondrial, caracterizada por un aumento de especies reactivas del oxígeno, daño del 
ADN mitocondrial (ADNmt) y disfunción de la cadena respiratoria.  
La oxidación de las LDL y su depósito intimal en los sitios de injuria endotelial son 
actualmente aceptados como los eventos tempranos de la aterogénesis, en donde la 
oxidación de las lipoproteínas resulta como consecuencia de su interacción con ROS y 
RNS, producidas por células de la pared vascular. E
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resultante es generador de injuria endotelial, autoperpetuando los eventos tempranos de 
la ateroesclerosis.  
Numerosos trabajos han reportado la participación de la disfunción mitocondrial en la 
patología; se ha descripto un mayor daño en el ADNmt y alteraciones en la 
ultraestructura mitocondrial en las aortas de pacientes con lesión ateroesclerótica 
comparado con individuos sanos76; además, en ratones knock-out apo E-/- el daño del 
ADNmt precede a la aterogénesis y se asocia con la extensión de la lesión.77 
Particularmente, el ADNmt resulta blanco sencillo de las ROS y de las RNS debido a su 
proximidad, a la ausencia de proteínas histonas protectoras y de mecanismos moleculares 
de reparación del ADN; de esta forma, tras su reacción resultan mutaciones, rupturas de 
la cadena de ADN, aductos y transverciones G:T, entre otros.78 El ADNmt dañado lleva a la 
pérdida de la expresión de proteínas que resultan fundamentales para el correcto 
funcionamiento mitocondrial, por lo que se produce estrés oxidativo y el desarrollo de la 
placa ateromatosa.76  
Las principales ROS, incluyen especies radicales libres: el anión superóxido (O2
.-) y el 
radical hidroxilo (HO.); y especies no radicales libres: el peróxido de hidrógeno (H2O2) y el 
oxígeno singlete (1O2) producidas principalmente a nivel de la cadena respiratoria. 
Mientras que la principal RNS en la ateroesclerosis resulta de la reacción del NO 
producido por la iNOS con O2
.- para formar ONOO-, aunque a medida que avanza la lesión 
ateroesclerótica intervienen otras RNS producidas por células inflamatorias.71  
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A través de la fosforilación oxidativa mitocondrial ocurre la síntesis de adenosina 5´-
trifosfato (ATP) a partir de adenosina 5´-difosfato (ADP) y fosfato inorgánico (Pi), la cual es 
mediada por la transferencia de electrones provenientes de nicotinamida adenina 
dinucleótido monohidrógeno (NADH) o la flavina adenina dinucleótido dihidrógeno 
(FADH2) al oxígeno molecular (O2). La transferencia de electrones ocurre a través de la 
cadena de transporte de electrones formada por cuatro complejos multiproteicos: el 
complejo I (NADH deshidrogenasa), el complejo II (Succinato-ubiquinona óxidoreductasa), 
el complejo III (ubiquinol-citocromo óxidoreductasa) y el complejo IV (citocromo c 
oxidasa). El NADH dona sus electrones al complejo I y el FADH2 al complejo II; luego, a 
través de la coenzima Q, los electrones alcanzan el complejo III, que por medio del 
citocromo c son donados finalmente al complejo IV responsable final de la reducción del 
O2. Este transporte de electrones va acompañado por la translocación de protones a 
través de la membrana interna mitocondrial, generando un gradiente electro-químico 
que será utilizado por el complejo V (ATP sintasa) para la síntesis de ATP.79 
Los complejos I y III pueden ceder un electrón al O2 generando O2
.-, este puede ser 
convertido espontáneamente o por acción de la manganeso superóxido dismutasa (Mn-
SOD) a H2O2 en la matriz mitocondrial. A su vez, este último puede ser reducido para 
formar H2O por acción de la glutatión peroxidasa (GPX) en la matriz mitocondrial (Figura 
15). Además, el H2O2 y el O2
.- por medio de la reacción de Haber-Weiss producen el radical 
HO., agente oxidante primario responsable del daño en el ADNmt.80 
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Figura 15. Generación de ROS a nivel mitocondrial 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
La producción de ROS mitocondrial depende fundamentalmente del estado metabólico 
de la mitocondria, por ejemplo, la producción de O2
.- se produce en los estados 
respiratorios 4 (bajo flujo de electrones, baja síntesis de ATP, bajos niveles de ADP, alta 
relación NADH/NAD+ y bajo consumo de O2) y 3 (alto flujo de electrones, alta síntesis de 
ATP, una parcial despolarización mitocondrial y una baja relación NADH/NAD+).  
Numerosos trabajos han reportado la capacidad de diferentes lipoproteínas para inducir 
disfunción mitocondrial. Por su parte las LDL oxidadas son capaces de inducir un aumento 
en la producción mitocondrial de ROS y de RNS en el endotelio vascular81, también se ha 
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reportado la capacidad de las VLDL oxidadas de inducir un aumento de ROS en células 
endoteliales59.  
La ateroesclerosis es un proceso complejo en donde el endotelio adquiere particular 
importancia como integrador de diferentes agentes injuriantes que desencadenan una 
activación y disfunción endotelial, llevando a un remodelado de la matriz extracelular y 
a una disfunción mitocondrial, procesos que aceleran el desarrollo de la lesión. 
Particularmente, el papel de las lipoproteínas ricas en triglicéridos como inductoras de 
la disfunción mitocondrial endotelial y del remodelado de la matriz extracelular, y así 
como los mecanismos moleculares asociados a dichas respuestas celulares, permanecen 
en la oscuridad. 
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2. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
2.1. Hipótesis 
La injuria del endotelio macrovascular humano frente a las VLDL, mediada por receptores 
VLDLR y/o LOX-1, desencadenaría una respuesta celular transitoria o prolongada que se 
manifestaría en cambios en el patrón de expresión de los PGs y/o modificaciones 
estructurales en las cadenas de los GAGs; particularmente el tipo de GAG y/o la longitud 
de sus cadenas. Estas modificaciones del microambiente extracelular favorecerían el inicio 
y la progresión de la enfermedad vascular ateroesclerótica. 
2.2. Objetivo general 
El objetivo general del presente plan de tesis es estudiar la respuesta de las CEs 
macrovasculares en cultivo, frente a la injuria producida por las VLDL típicas (VLDL-t) y 
oxidadas (VLDL-ox). Y la influencia que esta respuesta tiene en la producción y secreción 
de los principales PGs de la MECv, como así también el efecto sobre las características de 
sus GAGs.  
Para la descripción de los objetivos específicos del plan de tesis es necesario tener en 
cuenta una serie de consideraciones. 
1- La longitud “natural” de las cadenas de los GAGs se define como la longitud de la 
cadena sintetizada por la maquinaria enzimática de elongación, en células que no son 
sometidas a estímulos externos de elongación.82 Hasta la fecha, sólo seis enzimas 
homólogas con capacidad para adicionar un monosacárido a un aceptor oligosacarídico 
han sido clonadas. Sin embargo, la actividad de monosacariltransferasas de estas enzimas 
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expresadas de manera individual, es insuficiente para generar cadenas de GAGs de 
longitud similar a la de aquellas polimerizadas por las células intactas.83 Además, los 
complejos de polimerización interaccionan con el esqueleto proteico y 
consecuentemente, la naturaleza de este esqueleto proteico puede determinar la 
extensión de la polimerización del GAG. 
2- Por otra parte, ha sido ampliamente descripta la heterogeneidad fenotípica y funcional 
del endotelio vascular: endotelio micro y macrovascular; capilares continuos, fenestrados 
y sinusoides.84 Sin embargo, las bases moleculares que sustentan dicha heterogeneidad 
son hasta el momento poco conocidas.85 Y debemos tener en cuenta, sobre la base de 
esta variabilidad, que la ejecución del programa pro-coagulante, pro-inflamatorio y 
angiogénico por parte de las CEs podría presentar diferencias. Por tal motivo limitaremos 
el estudio a los endotelios macrovasculares venosos y arteriales, representados en los 
cultivos primarios de célula endotelial de vena umbilical humana (HUVEC) y célula 
endotelial de arteria umbilical humana (HUAEC), respectivamente. 
3- Por último cabe preguntarse ¿qué agente injuriante elegir? Los mecanismos 
involucrados en la ateroesclerosis indican que las alteraciones deletéreas de la fisiología 
endotelial, conocida como disfunción endotelial, representa el paso inicial para el 
desarrollo de la aterosclerosis como así también para la progresión de la placa 
ateromatosa. Numerosos factores actúan como agentes injuriantes del endotelio, entre 
ellos las lipoproteínas ricas en triglicéridos: los quilomicrones y las VLDL. Actualmente dos 
hipótesis explican la aterogenicidad de las mismas, por un lado la infiltración de sus 
remantes al subendotelio y por otro la liberación de productos injuriantes durante su 
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lipólisis.86 Sin embargo, son poco conocidos los mecanismos asociados a la injuria 
endotelial desencadena por las VLDL y sus productos de oxidación. 
2.3. Objetivos específicos 
Sobre la base de las consideraciones antes descriptas nos proponemos:  
1- Determinar si las VLDL-t y VLDL-ox son capaces de inducir la activación del endotelio 
macrovascular humano venoso y arterial 
Nos proponemos caracterizar la respuesta celular que desencadenan las VLDL-t y 
oxidadas sobre los diferentes tipos de endotelios macrovasculares humanos venoso y 
arterial, representados por los cultivos primarios de HUVEC y HUAEC. 
2- Determinar si la injuria del endotelio macrovascular frente a las VLDL es capaz de 
desencadenar el remodelado de la matriz extracelular macrovascular 
Nos proponemos estudiar los cambios en los patrones de producción y secreción de los 
PGs en los endotelios arterial y venoso macrovascular humanos en presencia y en 
ausencia de VLDL-t y VLDL-ox. El estudio de los patrones de producción y secreción de los 
PGs se abordará desde la detección de los esqueletos proteicos correspondientes y de la 
característica de glicosilación de sus cadenas de GAGs. Particularmente, nos proponemos 
estudiar “in vitro” las principales enzimas que participan en la hiper-elongación de las 
cadenas de GAGs.  
Por su parte, se analizará los sistemas proteolíticos involucrados en el remodelado de la 
MECv: específicamente el sistema metaloproteinasas de matriz. 
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3- Analizar la cascada de transducción de señales asociada a los receptores del tipo 
endocíticos (VLDLR) en endotelios macrovasculares frente al agente injuriante VLDL 
Teniendo en consideración que trabajos recientes realizados sobre diversos tejidos 
reportan la activación de diferentes vías de transducción de señales (ERK1/2, PKC, PI3K, 
Akt y Wnt) gatilladas por la interacción de las VLDL con sus receptores de tipo endocíticos 
(VLDLR). Nos proponemos analizar la translocación del factor transcripcional inflamatorio 
NFκB y la fosforilación de la quinasa ERK1/2 en presencia y ausencia del agente injuriante 
VLDL. 
4- Analizar la funcionalidad mitocondrial del endotelio macrovascular frente a la injuria 
con VLDL 
Nos proponemos estudiar la funcionalidad mitocondrial mediante el estudio de la cadena 
respiratoria mitocondrial, bioenergética celular y estrés oxidativo de las células 
endoteliales en presencia y ausencia de las VLDL. 
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 
3.1. Materiales 
3.1.1. Reactivos 
Colagenasa tipo IA C5138 (Sigma Aldrich, USA), medio de cultivo RPMI-1640 R4130 (Sigma 
Aldrich, USA), suero fetal bovino (Natocor, Argentina), pencilina G sódica y sulfato de 
estreptomicina (Richet, Argentina), factor de crecimiento endotelial específico E2759 
(Sigma Aldrich, USA), kit TG Color (Wiener lab, Argentina), Colestat enzimático (Wiener 
lab, Argentina), kit Glicemia enzimática (Wiener lab, Argentina), Fosfatemia (Wiener lab, 
Argentina), BCA Protein Assay Kit (Pierce, USA), buffer veronal-veronal sódico Electra ®HR 
(Helena, Argentina), Sudan Black B S0395 (Sigma Aldrich, USA), CuSO4 (Mallinckrodt®, 
USA), EDTA (MERCK, USA), ácido tiobarbitúrico T550 (Sigma Aldrich, USA), malondialdeído 
108383 (Sigma Aldrich, USA), tripsina (GIBCO, USA), azul tripán (Mallinckrodt®, USA) , 
bromuro de (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il-)-2,5-difeniltetrazolio 88417 (Sigma Aldrich, USA), 
ribonucleasa A 9001 (Sigma Aldrich, USA), ioduro de propidio P4864 (Sigma Aldrich, USA), 
dodecilsulfato de sodio (Invitrogen, USA), β-mercatoetanol (Biopack, Argentina), 
membrana de fluoruro de polivinilideno (Invitrolon PVDF, Invitrogen, USA), resina de 
dietilaminoetilo (DEAE-Sephadex A-50-120, Sigma Aldrich, USA) azul de 1,9-
dimetilmetileno 341088 (Sigma Aldrich, USA) Papaína 76218 (Sigma Aldrich, USA) 
Cetilpiridonio C9002 (Sigma Aldrich, USA), Tri-Reagent® (Molecular Research Center Inc. 
,USA), M-MLV transcriptasa reversa M1701 (Promega, USA), inhibidor de ribonucleasa A 
RNAsina® recombinante N2511 (Promega, USA), desoxiribonucleótidos trifosfato U1330 
(Promega, USA), ADN polimerasa GoTaq® M3005 (Promega, USA), bromuro de etidio (BIO 
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BASIC INC., USA), Hoechst-33258 861405 (Sigma Aldrich, USA), caseína C3400 (Sigma 
Aldrich, USA), gelatina tipo A G8150 (Sigma Aldrich, USA), Coomasie blue R B0149 (Sigma 
Aldrich, USA), ácido oxalacético O4126 (Sigma Aldrich, USA) , acetil coenzima A A2056 
(Sigma Aldrich, USA), ácido 5,5´-ditiobis(2-nitrobenzoico) D8130 (Sigma Aldrich, USA), 
adenosín 5´-trifosfato A26209, kit ATPlite1step (Perkin Elmer Inc., USA), oligomicina 75351 
(Sigma Aldrich), lactato L7022 (Sigma Aldrich, USA), 3-acetilpiridina-NAD+ A5298 (Sigma 
Aldrich, USA), lactato deshidrogenasa L7525 (Sigma Aldrich, USA), antimicina A A8674 
(sigma Aldrich, USA), 5,5’,6,6’-tetracloro-1,1’,3,3’-tetraetilbenzimidazolilcarbocianina 
T4069 (Sigma Aldrich, USA), digitonina D141 (Sigma Aldrich, USA), taurina T0625 (Sigma 
Aldrich, USA), HEPES H3375 (Sigma Aldrich, USA), seroalbúmina bovina A9647 (Sigma 
Aldrich, USA), manitol 1375105 (Sigma Aldrich, USA), ditiotreitol D0632 (Sigma Aldrich, 
USA), piruvato P2256 (Sigma Aldrich, USA), malato O2300 (Sigma Aldrich, USA), ADP 
A2774 (Sigma Aldrich, USA), rotenona R8875 (Sigma aldrich, USA), succinato W327700 
(Sigma Aldrich, USA), N,N,N′,N′-tetrametil-p-fenilendiamina T7394 (Sigma Aldrich, USA), 
ascorbato 1140 (Sigma Aldrich, USA), 2´,7´-diclorodihidrofluoresceína diacetato D6883 
(Sigma Aldrich, USA), Nitrate/Nitrite Fluorometric Assay Kit (Cayman Chemical Co., USA), 
kit RNA isolation Macherey-Nagel (Alemania), Human Nitric Oxide Signaling Pathway RT² 
Profiler PCR Array (Cat. no. 330231 PAHS, Qiagen, USA). 
3.1.2. Anticuerpos  
Anticuerpos primarios: anti-decorina H-80 sc22753 (Santa Cruz Biotechnology, Inc., USA), 
anti-biglicano ab49701 (abcam®, USA), anti-perlecano L-20 sc27449 (Santa Cruz 
Biotechnology, Inc., USA), anti-versicano H-56 sc 25831 (Santa Cruz Biotechnology, Inc., 
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USA), anti-beta tubulina ab6046 (abcam®, USA), anti NF-κB 610868 (BD Biosciences Inc., 
USA), anti ERKP1/2 9101 (Cell Signaling Technology, Inc., USA). 
Anticuerpos secundarios: anti ratón conjugado con peroxidasa 715035150 (Jackson 
ImmunoResearch Laboratories, Inc., USA), anti conejo conjugado con peroxidasa 
711035152 (Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc., USA), anti mouse AlexaFluor 488 
A11001 (Invitrogen, USA).  
3.1.3. Línea celular 
HUVEC ATCC® CRL-1730™ 
3.2. Obtención y tipificación de células endoteliales macrovasculares 
Los endotelios macrovasculares humanos venoso y arterial fueron obtenidos a partir de 
cordones umbilicales humanos, provenientes de partos o cesáreas de dadoras que 
cursaron embarazos a término y normales.  
Los cultivos primarios de células endoteliales de vena y arteria umbilical humana fueron 
realizados según la técnica descripta por Jaffe y col.87 Brevemente, las HUVEC o HUAEC 
fueron separadas de su membrana basal mediante la digestión del colágeno tipo IV por 
incubación con colagenasa tipo IA. Luego, fueron mantenidas en cultivo en el medio de 
cultivo RPMI-1640 suplementado con un 20 % de suero fetal bovino (SFB), 100 UI/ml 
penicilina G sódica y 100 mg/ml de sulfato de estreptomicina en presencia de 50 µg/ml 
del factor de crecimiento endotelial específico, con 5 % de CO2 a 37°C. Todos los ensayos 
se realizaron entre los pasajes 3 y 4.  
La caracterización de la estirpe endotelial obtenida se realizó por tipificación morfológica 
mediante microscopía diferencial de contraste de fases (DIC) (Nikon Eclipse Ti-U, USA); y 
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la fenotipificación a través de la detección de EphB4, para HUVEC, y ephrin B2, para 
HUAEC.88,89 La detección se realizó mediante la reacción en cadena de polimerasa previa 
retrotranscripción (RT-PCR) como se detalla en el punto 3.6.5 de la sección Materiales y 
Métodos. Para ello, se utilizaron los siguientes cebadores para EphB4 5´ 
GGGTGACATTCCCTCAGGTG3´ (Forward) y 5´TGACATTCACCTTCCCGGTG3´ (Reverse); y 
para ephrinB2 5´GTGCCAGACAAGAGCCATGA3´ (Forward) y 
5´CTGTTGCCGTCTGTGCTAGA3´ (Reverse) (Genbiotech SRL, Argentina).  
La línea celular HUVEC ATCC® CRL-1730™ fue empleada en los estudios de funcionalidad 
mitocondrial. La misma fue crecida y mantenida en cultivo en las mismas condiciones que 
los cultivos primarios. Para los diferentes ensayos se trabajó con los pasajes entre 5 y 14.  
3.3. Obtención y caracterización de las VLDL  
3.3.1. Caracterización antropométrica y bioquímica de los voluntarios sanos 
La selección de los voluntarios sanos se realizó sobre la base de: 
i. El índice de masa corporal calculado como la relación peso/altura2 (IMC=kg/m2). 
ii. La circunferencia de cintura medida en centímetros (cm). 
iii. Los valores de TG, Col total y glucosa determinados en el suero de los voluntarios 
luego de 12 h de ayuno. 
El contenido en TG, Col total y glucosa en los sueros fueron determinados por métodos 
enzimáticos colorimétricos (Wiener lab, Argentina). 
 
3.3.2. Aislamiento de las VLDL 
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Las VLDL fueron obtenidas siguiendo el protocolo experimental descripto por Sehayek y 
col.90 Para realizar el aislamiento de las VLDL (δ=0,95-1,006 kg/L), 4 ml de suero con igual 
volumen de una solución de densidad 1,006 kg/L (NaCl 0,15 M; Tris 0,001 M; EDTA 
1,7mM; pH=7,4) fueron centrifugados a 109.000 g durante 18 h a 15°C en una 
untracentrífuga Sorvall OTDB, rotor Sorvall T-865.1. Las fracciones flotantes 
correspondientes a las VLDL fueron juntadas para obtener un pool de VLDL. El pool de 
VLDL fue dializado en buffer fosfato salino (PBS) EDTA 0,01 % durante 24 h. Los pooles de 
VLDL así obtenidos fueron conservadas a -20°C hasta su utilización.  
3.3.3. Caracterización de las VLDL 
Las lipoproteínas aisladas fueron caracterizadas en primera instancia por su perfil 
isoeléctrico en gel de agarosa al 0,6 % en condiciones no desnaturalizantes. Las muestras 
fueron corridas en buffer veronal-veronal sódico (0,05 M; pH=8,6) durante 30 min a 30 V. 
Posteriormente, la visualización de las bandas se efectúo a través de la tinción con Sudan 
Black B.91 
Las VLDL fueron caracterizadas por su composición química: lipídica y proteica. Para la 
caracterización lipídica, se midió el contenido de TG, Col y FL por métodos enzimáticos 
colorimétricos (Wiener lab, Argentina). Para la caracterización de su contenido en 
proteínas, se cuantificaron proteínas totales (PT) mediante el BCA Protein Assay Kit 
(Pierce, USA) y se analizó el perfil de apolipoproteínas por electroforesis en gel de 
poliacrilamida en presencia de dodecilsulfato de sodio. A su vez, se calcularon los índices: 
TG/PT, para estimar el tamaño de las VLDL,51 y Col/TG, para estimar el tipo de VLDL. Los 
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resultados son expresados como porcentaje de cada componente (TG, Col, FL y PT) en el 
pool de VLDL.  
3.3.4. Oxidación de las VLDL 
La oxidación de las VLDL se realizó en muestras previamente dializadas en PBS por 
tratamiento con diferentes concentraciones de CuS04 a 37°C en oscuridad.
92 La oxidación se 
frenó por diálisis en PBS EDTA 0,01 %, y se determinó por espectroscopia de absorción 
atómica los niveles de Cu2+ presentes luego de la oxidación. 
La reacción de oxidación fue monitoreada mediante: 
i. La cuantificación de dienos conjugados (DC) por medición de la absorbancia a 234 nm 
a intervalos regulares de tiempo hasta la finalización de la reacción. La concentración 
fue calculada usando el coeficiente de extinción molar de ε234nm= 29.500 M
-1cm-1.93 
ii. El análisis del perfil isoeléctrico por electroforesis en gel de agarosa en condiciones 
no desnaturalizantes, según la metodología descripta en el ítem 3.3.3.91 
iii. Y la cuantificación fluorométrica de los productos finales de peroxidación lipídica por 
reacción con el ácido tiobarbitúrico (TBARS) usando malondialdeído como estándar.94  
3.3.5. Caracterización de las VLDL oxidadas  
Las VLDL-ox fueron caracterizadas como se describió en el ítem 3.3.3. 
3.4. Protocolo de incubación de las CEs en presencia de las VLDL 
Las CEs en cultivos con un porcentaje de confluencia entre el 70 % y el 90 % fueron 
sincronizadas por incubación durante 4 h en el medio RPMI-1640 libre de suero, y 
posteriormente tratadas durante 24 h frente a concentraciones crecientes con las 
diferentes poblaciones de VLDL (0, 50, 75, 100 y 140 µg/ml). Es importante destacar que 
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la concentración de VLDL utilizada se estableció según la concentración total de proteínas 
de cada pool empleado.95 Transcurrido el tiempo de incubación se separó el medio de 
cultivo enriquecido en productos de secreción celular y se cosecharon las células en 
presencia de una solución tripsina 0,25 % P/V y EDTA 0,0385 % P/V en medio Hank´s sin 
calcio y sin magnesio. 
Las actividades y protocolos desarrollados a lo largo de este trabajo de tesis cuentan con 
la aprobación del Comité de Ética de la Facultad de Farmacia y Bioquímica (Res. N°17046) 
y por el Comité del Complejo Médico de la Policía Federal Argentina Churruca Visca. 
Todos los sujetos incluidos dieron su consentimiento informado.  
3.5. Ensayos de viabilidad y determinación de las fases del ciclo celular  
3.5.1. Ensayos de viabilidad  
La viabilidad celular se determinó mediante: 
i. La técnica de exclusión del colorante vital azul tripán y posterior recuento de las CEs 
vivas y muertas en la cámara de Neubauer.  
ii. El ensayo colorimétrico basado en la reducción metabólica del MTT (bromuro de (3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il-)-2,5-difeniltetrazolio). La técnica se fundamenta en la reducción 
de las sales de tetrazolio (amarillo y soluble) a cristales de formazán (púrpura e 
insoluble) por acción de las deshidrogenasas mitocondriales activas en las células 
vivas.  
3.5.2. Análisis de las fases del ciclo celular  
El porcentaje de las células en cada fase del ciclo celular (G0G1, S, G2M) se determinó por 
citometría de flujo. Para ello, las CEs fueron cosechadas y luego fijadas en etanol 75° a 
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4°C. Luego, fueron incubadas durante 30 min a 37°C en presencia de 5 UI de ribonucleasa 
A y 50 µg/ml de ioduro de propidio. Finalmente, se adquirieron 50.000 eventos en el 
citómetro de flujo Pas III (Pactec, Alemania) que fueron analizados mediante el software 
Flowing 2.5.0 (Turku Centre for Biotechnology University of Turku, Finlandia). 
El índice de proliferación (IP) fue calculado mediante la relación: 
IP = ((S+G2M)/(G0G1+S+G2M)) × 100 
3.6. Estudio de los patrones de expresión de los principales proteoglicanos 
de la matriz extracelular y vascular 
La expresión de los principales PGs de la MECv: biglicano, decorina, perlecano y versicano, 
se determinó mediante el estudio de la producción intracelular y la secreción de los 
mismos al medio de cultivo. Es importante destacar que en este trabajo se abordó tanto 
el estudio de los esqueletos proteicos de cada PG como las características estructurales 
de sus cadenas de GAGs. 
3.6.1. Estudio del esqueleto proteico de los proteoglicanos producidos por las células 
endoteliales  
Para el estudio de la producción intracelular de los principales PGs de la MECv, se realizó 
la detección de sus esqueletos proteicos a través de la técnica de Western blot. 
Para ello se efectuó: 
i. El fraccionamiento subcelular 
Las CEs cosechadas luego de los distintos tratamientos fueron lisadas a través de dos 
ciclos de congelamiento y descongelamiento en buffer de lisis (Tris-HCl 50 mM, EDTA 2 
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mM, EGTA 2 mM, NaCl 150 mM, tritón X-100 2 % y benzamidina 0,01M). Luego las 
fracciones nuclear y citoplasmática fueron obtenidas por centrifugación a 600 g durante 
10 min a 4°C. Las diferentes fracciones subcelulares fueron conservadas a -20°C hasta su 
utilización. 
ii. El Western blot 
Los esqueletos proteicos de los PGs fueron estudiados en la fracción citoplasmática por la 
técnica de Western blot. Para ello, las muestras fueron sometidas a electroforesis 
desnaturalizante en geles discontinuos de poliacrilamida-bisacrilamida (4 % y 6 % para los 
PGs de alto peso molecular, perlecano y versicano, y un 4 % y 10 % para los PGs de bajo 
peso molecular, decorina y biglicano). 
Las proteínas separadas en la corrida electroforética fueron electrotransferidas a una 
membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF). Luego las membranas fueron bloqueadas 
en buffer TBS-T (Tris 0,05 M; NaCl 0,2 M y Tween-20 0,1 %) en presencia de leche 
descremada 5 %. A continuación, las mismas fueron incubadas 24 h a 4°C con los 
correspondientes anticuerpos primarios (anti-biglicano 1/200, anti-decorina 1/200, anti-
perlecano 1/100 y anti-versicano 1/200). Luego las membranas fueron lavadas con TBS-T 
leche descremada 5 % e incubadas con los respectivos anticuerpos secundarios 
conjugados con peroxidasa. Finalmente, las membranas fueron reveladas mediante 
quimioluminiscencia utilizando un kit comercial (BioLumina, Argentina) y placas 
radiográficas. Las bandas obtenidas fueron fotografiadas y el análisis densitométrico de 
las mismas se realizó utilizando el software ImageJ 1.42q (Wayne Rasband, National 
Institutes of Health, USA).  
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En particular, se efectuó el estudio de la producción de biglicano por RT-PCR como se 
detalla en el punto 3.6.5 de la sección Materiales y Métodos. Para ello, se utilizaron los 
siguientes cebadores para biglicano 5´CCCTCTCCAGGTCCATCCGC3´ (Forward) y 
5´GAGCTGGGTAGGTTGGGCGGG3´ (Reverse) (Genbiotech SRL, Argentina). 
3.6.2. Aislamiento de los PGs secretados al medio de cultivo 
Los PGs totales secretados al medio de cultivo fueron aislados por cromatografía de 
intercambio aniónico mediante el uso de la resina de dietilaminoetilo (DEAE-Sephadex). 
Esta resina fue suspendida en buffer urea 8 M NaCl 0,15 M (Tris-HCl 0,1 M; urea 8 M; NaCl 
0,15 M; tritón X-100 0,5 %; pH=7,5) al igual que las muestras, las cuales fueron diluidas al 
medio en dicho buffer antes de su pasaje por la columna.  
La elución de los PGs se realizó aumentando la fuerza iónica del eluyente, mediante un 
gradiente continuo de NaCl en un rango de concentraciones entre 0,15 M y 3 M.26 Las 
fracciones así eluídas fueron recolectadas a tiempos regulares (3min) y sobre dichos 
eluatos se determinó la presencia de GAGs mediante su reacción de metacromasia 
positiva en presencia del colorante azul 1,9-dimetilmetileno.96 
Las fracciones con metacromasia positiva fueron separadas y los PGs presentes en dichas 
fracciones fueron precipitados en etanol absoluto para su concentración. Luego, los PGs 
precipitados fueron separados por centrifugación a 600 g durante 30 min a 4°C; 
finalmente, las muestras fueron secadas a temperatura ambiente. 
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3.6.3. Estudio del esqueleto proteico de los proteoglicanos secretados  
Los PGs precipitados en la etapa anterior fueron disueltos en buffer Tris-HCl 50 mM, EDTA 
5 mM y acetato de sodio 15 mM, pH=8, para el posterior estudio de sus esqueletos 
proteicos por Western blot como se detalló en el punto 3.6.1.ii. 
3.6.4. Estudio de las características estructurales de las cadenas de glicosaminoglicanos 
La caracterización de las cadenas de GAGs requiere, en una primera instancia, la 
degradación de los esqueletos proteicos de los PGs. Dicha degradación proteica fue 
realizada por digestión enzimática con papaína, seguida de una precipitación alcohólica 
en presencia de cetilpiridonio 0,5 %.  
El precipitado contiene una mezcla de los diferentes tipos de GAGs; según los 
requerimientos experimentales, el precipitado fue tratado con condroitinasa ABC o 
hialuronasa para liberar los disacáridos de CS/DS y HA, respectivamente. Posteriormente, 
los disacáridos fueron derivatizados por tratamiento con 2-aminoacridona y cuantificados 
por cromatografía de alta eficiencia de fase reversa (RP-HPLC) provista de un detector de 
fluorescencia.97 Este último trabajo fue realizado en colaboración con el Profesor Doctor 
Nicola Volpi de la Università degli Studi di Modena e Reggio Emilia, Italia.  
3.6.5. Estudio de la expresión de las principales enzimas asociadas a la síntesis de 
condroitín/dermatán sulfato 
Particularmente, la expresión de las principales enzimas asociadas a la hiperelongación y 
a la sulfatación de CS/DS fue estudiada a través de la cuantificación del ARNm mediante 
RT-PCR. Para ello, se realizó la extracción del ARN siguiendo las instrucciones del 
fabricante detallas en el kit Tri-Reagent®. Posteriormente se realizó la retrotranscripción, 
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para ello una cantidad correspondiente a 2 µg de RNA se le adicionó Oligo dT, 
transcriptasa reversa, inhibidor de ribonucleasa A, desoxirribonucleótidos y buffer de 
acuerdo a lo establecido por el fabricante (Promega, USA).  
A continuación se procedió con la PCR, para ello a una cantidad correspondiente a 0,5 µg 
de DNA copia, previamente obtenido, se le adicionó desoxirribonucleótidos, Taq 
polimerasa, cebadores o primers y buffer de acuerdo a lo establecido por el fabricante 
(Promega, USA). Las secuencias de cebadores o primers utilizados se detallan en la Tabla 
2. 
Tabla 2. Secuencia de primers diseñados para RT-PCR 
Enzima Primer Forward Primer Reverse 
Pares de 
 Base del 
producto 
ChGn-2 
N-acetilgalactosamina 
transferasa-2 
TGGCTTTTGGCGAGATTTTGG TCCACCCCAACCTTTCACTTC 100 
C4ST-1 
Condroitín-4-O-
sulfotransferasa-1 
GTATGTTGCACCCAGTCATGC ACCAAGTGCTTCAGGTCGTT 229 
DS-epi1/2 
Dermatán sulfato 
epimerasa1/2 
TCGTCCAGAGGCACTTCAAC ACCACTGCCATTACGCATGA 194 
D4ST-1 
Dermatán sulfato 4-
sulfotransferasa-1 
TACTGCTACGTCCCCAAGGT CAGAGAGGAGGCGTTCCAAG 214 
GAPDH 
Gliceraldehído fosfato 
deshidrogenasa 
GGCGTCTTCACCACCCATGGAG AAGTTGTCATGGATGACCTTGGC 206 
Los fragmentos amplificados por RT-PCR fueron resueltos en geles de agarosa al 2 % en 
presencia de bromuro de etidio y visualizados mediante el uso del transiluminador Ultra 
Lum Electronic Dual LightTM. Las bandas obtenidas fueron fotografiadas y el análisis 
densitométrico de las mismas se realizó utilizando el software ImageJ 1.42q (Wayne 
Rasband, National Institutes of Health, USA). 
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3.7. Estudio de la respuesta endotelial inducida por las VLDL 
3.7.1. Análisis de la activación del factor transcripcional NF-κB 
El estudio de la activación del factor transcripcional NF-κB se realizó a través de la 
evaluación de su distribución subcelular (núcleo/citoplasma) mediante el empleo de dos 
técnicas: 
i. Inmunofluorescencia 
Las CEs crecidas y tratadas previamente sobre cubreobjetos fueron fijadas en 
paraformaldehído al 4 %, luego permeabilizadas con PBS tritón-X-100 0,1 % e incubadas 
con el anticuerpo anti-NF-κB (1/25) 12 h a 4°C. Luego las CEs fueron incubadas con el 
anticuerpo secundario anti-mouse Alexa Fluor 488 y Hoechst 33258, y posteriormente 
montadas en el portaobjetos con una mezcla de glicerol:PBS (1:1). La visualización y 
captura de imágenes se llevó a cabo mediante el uso del microscopio de fluorescencia 
Carl Zeiss Axio Imager M2 (USA) y el procesamiento de imágenes con el software 
BioImage XD (USA). 
ii. Western blot  
Paralelamente, se realizó la detección y cuantificación del factor transcripcional por 
Western blot en las fracciones nuclear y citoplasmática mediante el uso del anticuerpo 
anti-NF-κB (1/750) siguiendo el protocolo que se detalla en el punto 3.6.1.ii. 
3.7.2. Análisis de la activación de ERK1/2 
Adicionalmente, se estudió la activación de la quinasa regulada por señales extracelulares 
1/2. Este análisis se realizó mediante el estudio de las formas fosforiladas de la ERK1/2 (P-
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ERK1/2) mediante el empleo del anticuerpo anti-P-ERK1/2 (1/500) por Western blot 
siguiendo el protocolo descripto en el punto 3.6.1.ii. 
3.7.3. Determinación de la producción de citoquinas  
La determinación de la secreción de citoquinas por parte de las CEs tratadas con las VLDL 
se realizó en el medio de cultivo por la técnica de enzimoinmunoensayo (ELISA). 
Brevemente, las IL-6 e IL-10  fueron cuantificadas usando un ensayo ELISA no competitivo 
siguiendo las instrucciones detalladas por el fabricante en el kit (BD Biosciences, USA). La 
concentración de las citoquinas fue expresada en pg/mL.  
Estas determinaciones se realizaron en colaboración con el Doctor Daniel Gonzalez 
Maglio de la Cátedra de Inmunología de Facultad de Farmacia y Bioquímica de la 
Universidad de Buenos Aires.  
3.7.4. Determinación de la activación de las metaloproteasas de matriz 
La actividad gelatinolítica de las metaloproteasas de MMP-2 y 9 fue analizada a través de 
ensayos de zimografía en los medios de cultivo de las CEs. En este caso se emplearon 
geles copolimerizados con colágeno tipo I según el protocolo descripto por Rasente y 
col.98 También, se evaluó la actividad de las MMP-3, 7 y 10 utilizando para este caso geles 
copolimerizados con caseína.99  
Para poder evaluar la actividad de las diferentes MMPs, una cantidad correspondiente a 8 
µg de proteína diluida en buffer Tris-HCl 70 mM, glicerol al 10 % y azul de bromofenol 
0,01 %, pH=6,8; fue sembrada en geles de poliacrilamida-bisacrilamida al 10 % co-
polimerizada con gelatina (1 mg/mL) o bien con caseína (0,5 mg/mL). Luego de la 
electroforesis, los geles fueron lavados con una solución de Tris-HCl 50 mM, pH=5; tritón 
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X-100 al 2,5 %; NaCl 5 mM y CaCl2 5 mM. Finalmente los geles fueron incubados 12 h a 
37°C en Tris-HCl 50 mM, pH=5; tritón X-100 al 2,5 %; NaCl 5 mM y CaCl2 5mM. Los geles 
fueron teñidos con Coomasie blue R250 0,25 % en metanol al 25 % y ácido acético al 10 % 
y desteñidos en la misma solución en ausencia del colorante.  
3.8. Estudio de las vías de señalización dependientes de los receptores de 
VLDL 
Como estrategia experimental, se realizó la oxidación exhaustiva o drástica de las VLDL, 
en presencia de CuSO4 5 µM a 37°C durante 17 h, con el objetivo de afectar sus 
apoproteínas constituyentes responsables de la interacción de las VLDL con su receptor 
(VLDLR). 
Los cultivos primarios de HUVEC fueron tratados con las VLDL altamente oxidadas (75 
µg/mL) durante 24 h según el protocolo descripto en el ítem 3.4. 
3.8.1. Estudio de la producción intracelular de los principales proteoglicanos de la 
matriz extracelular vascular en presencia de las VLDL oxidadas 
El estudio de la producción intracelular de los PGs (decorina, biglicano y versicano) de las 
HUVEC tratadas con VLDL altamente oxidadas se realizó según el ítem 3.6.1. 
3.8.2. Caracterización estructural de las cadenas de glicosaminoglicanos en presencia de 
las VLDL oxidadas 
La caracterización de las cadenas de GAGs constituyentes de los PGs secretados por las 
HUVEC previamente tratadas con VLDL altamente oxidadas, fue realizada como se detalló 
en el ítem 3.6.4. 
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3.8.3. Análisis de la activación del factor transcripcional NF-κB 
El análisis de la activación del factor transcripcional NF-κB de las HUVEC tratadas con VLDL 
altamente oxidadas se realizó según el ítem 3.7.1.ii. 
3.9. Estudio de la funcionalidad mitocondrial 
La funcionalidad mitocondrial se evaluó a través del estudio de la bioenergética 
mitocondrial y el estrés oxidativo sobre la línea celular HUVEC ATCC® CRL-1730™ frente a 
la injuria con diferentes poblaciones de VLDL. 
3.9.1. Estudio de la bioenergética mitocondrial  
3.9.1.1. Medición de la actividad de la citrato sintasa mitocondrial  
La citrato sintasa (CiS) es una enzima mitocondrial utilizada como marcador enzimático 
cuantitativo para la presencia de mitocondrias intactas. Dicha enzima cataliza la reacción 
de condensación del acetato, proveniente del acetil coenzima A (Acetil-CoA), y del 
oxalacetato para formar citrato.  
Su actividad enzimática fue determinada espectrofotométricamente según describen 
Srere y col.100; la técnica se fundamenta en la siguiente reacción: 
Oxalacetato +  Acetil-CoA           Citrato + CoA-SH + H+ + H2O 
CoA-SH + DTNB          CoA-S-S-TNB + TNB (λ=412 nm) 
DTNB: ácido 5,5´-ditiobis-(2-nitrobenzoico). TNB: ácido 5-tio-2-nitrobenzoico. 
En donde la fracción citoplasmática de las CEs es incubada en presencia de los sustratos 
(oxalacetato 10 mM, acetil-CoA 30 mM y DTNB 10 mM) y el producto final de la reacción 
TNB es detectado espectrofotométricamente (UV-visible Jasco-V550) a una longitud de 
CiS 
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onda de 412 nm. Los resultados son expresados como la actividad específica de la CiS 
(AECiS), la cual es determinada mediante la siguiente fórmula: 
AECiS = (AbsTNB/min)/(c x εTNB x ν)) x (Vc/Vm x P) 
AEcis: Actividad específica de la CiS. AbsTNB/min: Absorbancia de TNB por minuto. c: Paso óptico (1cm). εTNB: 
Coeficiente de extinción molar de TNB (13,6 mM
-1
 cm
-1
). ν: Número estequeométrico de TNB en la reacción. 
Vc: Volumen de la cubeta (1 mL). Vm: Volumen de la muestra (0,07 mL). Ρ: concentración de proteínas de la 
fracción citoplasmática.  
3.9.1.2. Medición de la producción de adenosina 5´-trifosfato  
La cuantificación de la producción de ATP fue realizada por quimioluminiscencia 
utilizando el kit ATPlite1step (Perkin Elmer), el cual se fundamenta en la siguiente 
reacción: 
D-luciferina + ATP + O2           Oxiluciferina + PPi + AMP + CO2 + luz 
ATP: Adenosina 5´-trifosfato. PPi: Pirofosfato inorgánico. AMP: Adenosina monofosfato. 
Para el desarrollo del ensayo, aproximadamente 2 x 104 HUVEC tratadas previamente con 
las diferentes poblaciones de VLDL fueron incubadas durante 4 h a 37°C en PBS L-
glutamina 2 mM, en presencia y ausencia de glucosa 11 mM. Una hora y media antes de 
terminar la incubación, se agregó oligomicina 2,5 µg/ml, inhibidor de la ATP sintasa 
mitocondrial. La concentración de ATP producido en presencia de glucosa corresponde a 
la producción celular total de ATP; en cambio, la producción de ATP en ausencia de 
glucosa, previa sustracción de la producción de ATP en ausencia de glucosa y en presencia 
de oligomicina, corresponde al ATP producido por la fosforilación oxidativa (ATPFosforilación 
oxidativa= ATP ausencia de glucosa – ATP ausencia de glucosa + oligomicina). Los datos son expresados como 
la relación de ATPFosforilación oxidativa/ATPTotal. 
 
Luciferasa 
 
Mg
2+
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3.9.1.3. Medición de la producción de lactato 
La producción de lactato fue determinada espectrofotométricamente en el medio de 
cultivo según describen Everse y col.101; la técnica se fundamenta en la siguiente reacción: 
 
Lactato + 3-acetilpiridina-NAD+              Piruvato + 3-acetilpiridina-NADH (λ=363 nm) + H+ 
NAD: Nicotinamidadinucleótido. LDH: Lactato deshidrogenasa. 
Las HUVEC tratadas fueron sincronizadas energéticamente por incubación con PBS 
conteniendo Ca2+ 0,9 mM/ Mg2+ 0,5 mM durante 1 h. Posteriormente, se adicionó glucosa 
1 mM junto con los inhibidores de la cadena respiratoria, mixotiazol 2 µM y antimicina A 
2 µM, durante 3 h. Después de la incubación, la reacción se frenó por acidificación del 
medio a través del agregado de HClO4 80 mM; y el medio de cultivo fue recolectado y 
centrifugado 1000 x g por 10 min para determinación espectrofotométrica de lactato.  
Para ello, los medios de cultivo fueron incubados en presencia de 3-cetilpiridina-NAD+ y la 
enzima lactato deshidrogenasa; el producto final de la reacción, 3-acetilpiridina-NADH fue 
detectado espectrofotométricamente (UV-visible Jasco-V550) a una longitud de onda de 
363 nm.  
3.9.1.4. Medición del potencial de membrana mitocondrial 
Cambios en el potencial de membrana mitocondrial (ΔΨm) fueron medido usando la 
sonda ioduro de 5,5’,6,6’-tetracloro-1,1’,3,3’-tetraetilbenzimidazolilcarbocianina (JC-1). 
Esta sonda catiónica lipofílica fluorescente atraviesa la membrana plasmática y se 
deposita en el citoplasma formando monómeros que emiten a una longitud de onda en el 
rango del verde (537 nm). Sin embargo, cuando alcanza la mitocondria con un potencial 
LDH 
 
  
de membrana umbral de 200 mV, se agrega y emite a una longitud de onda en el rango 
del del rojo (590 nm) (Figura 16).
Figura 16. 
 
 
 
 
  
 
 
Luego de los respectivos tratamientos
1 0,5 µg/ml a 37°C durante 30 min. Luego se midieron en el 
canales FL-1 (verde) y FL-
mitocondrial. 
3.9.1.5. Medición del consumo de oxígeno en células permeabilizadas
La respiración basal y la contribución de cada uno de los complejos de la cadena 
respiratoria fueron medidas en las células permeabilizadas 
siguientes ensayos, aproximadamente 
resuspendidas en el medio de 
HEPES 20 mM; seroalbúmina bovina
y adicionadas a la cámara del oxígrafo 
Instruments).102 
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Mecanismo de acción de la sonda JC-1 
,  las HUVEC fueron cosechadas e incubadas con JC
citómetro BD Accuri
2 (rojo) para la determinación de la despolarización 
 
con digitonina
1,8 x 106 HUVEC previamente tratadas
respiración (MgCl2 3 mM; taurina 20 mM; KH
 1 g/L; manitol 110 mM; ditiotreitol 0,3 
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La contribución de cada uno de los complejos de la cadena respiratoria a la respiración 
mitocondrial fue medida como describen Kuznetsov y col., con mínimas 
modificaciones.102 Inicialmente, se coloca en el oxígrafo piruvato 8,8 mM y malato 4,4 
mM en ausencia de adenosina difosfato (ADP); de esta forma se mide el aporte del 
complejo I a la respiración mitocondrial. Luego, se adiciona ADP 2 mM para determinar el 
máximo grado de respiración mitocondrial; seguido del agregado de rotenona 0,5 µM, un 
inhibidor específico del complejo I; de esta forma, el consumo de oxígeno debe ser 
inhibido completamente. La adición de succinato 10 mM, sustrato del complejo II, 
permite medir su contribución a la respiración mitocondrial. Posteriormente, se adiciona 
antimicina A 5 µM, un inhibidor del complejo III, en donde la inhibición de la respiración 
debe ser similar a la del agregado de rotenona. El complejo IV es activado por el agregado 
de N,N,N′,N′-tetrametil-p-fenilendiamina (TMPD) 0,5 mM y ascorbato 2 mM, dos 
sustratos artificiales de este complejo (Figura 17). 
Figura 17. Representación secuencial de la cadena respiratoria mitocondrial con sus sustratos e 
inhibidores 
 
 
 
 
TMPD: N,N,N′,N′-tetrametil-p-fenilendiamina. ADP: Adenosina difosfato. 
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3.9.2. Estudio del estrés oxidativo 
3.9.2.1. Medición de las especies reactivas del oxígeno 
La producción de las ROS fue medida utilizando la sonda fluorescente 2´,7´-
diclorodihidrofluoresceína diacetato (DCFDA). Dicha sonda lipofílica ingresa a la célula, es 
desacetilada por acción de esterasas citoplasmáticas; posteriormente, es oxidada por 
acción de las ROS, y emite a una longitud de onda de 520 nm. Una vez tratadas, las 
HUVEC fueron cosechadas y resuspendidas en el medio Hanks para su plaqueo en placas 
de 24 pocillos color negro. Posteriormente, se adicionó DCFDA 10 µM y la fluorescencia 
emitida fue medida a 520 nm en el fluorómetro VICTORTM Multilabel Counter (Perkin 
Elmer). 
3.9.2.2. Medición de nitratos y nitritos  
La cuantificación de nitratos y nitritos (NOx) es usada como una medida cuantitativa de la 
producción de NO. Los NOx fueron determinados fluorométricamente usando el 
Nitrate/Nitrite Fluorometric Assay Kit (Cayman Chemical Co.) en el medio de cultivo de las 
HUVEC tratadas, luego de una incubación de 4 h en medio Hanks libre de rojo fenol. 
3.9.2.3. Estudios de las vías de señalización dependientes del NO 
El estudio de las vías de señalización dependiente del NO se realizó por microarray. Para 
ello en una primera etapa, se realizó la extracción del ARN total usando el kit RNA 
isolation Macherey-Nagel (Alemania). A continuación, fueron utilizados 5 µg del ARN total 
para la retrotranscripción, realizada con el kit RT2 First Strand Kit (Qiagen); finalmente, el 
ADN complementario fue hibridizado al array Human Nitric Oxide Signaling Pathway RT² 
Profiler PCR Array. 
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4.1. CAPÍTULO I  
En esta primera etapa, se estudió el remodelado de la MECv en dos fenotipos endoteliales 
macrovasculares humanos, arterial y venoso, frente al mismo agente de injuria: las 
lipoproteínas de muy baja densidad. 
4.1.1. Caracterización de las células endoteliales de arteria y vena umbilical 
humana 
Las células endoteliales macrovasculares de arteria y vena umbilical humana fueron 
obtenidas como se detalló en el punto 3.2 de la sección Materiales y Métodos. Ambos 
tipos celulares fueron caracterizados por tipificación morfológica y mediante el estudio de 
la expresión de los marcadores EphB4 y ephrinB2. 
Las HUAEC presentan una morfología poligonal y expresan el ephrinB2 (Figura 18.A y B). 
Por su parte, las HUVEC presentan una morfología más bien ahusada (Figura 18.A) y 
expresen EphB4 (Figura 18.B). Estos resultados concuerdan con la descripción morfológica 
y fenotípica característica de estos tipos celulares.103,104  
Figura 18. Caracterización morfológica y fenotipificación de HUAEC y HUVEC 
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4.1.2. Estudio de los parámetros antropométricos y bioquímicos de la 
población de voluntarios  
La obtención de las VLDL se realizó a partir del suero de voluntarios. La población incluyó 
a 60 individuos con un promedio de edad entre 22 y 30 años (30 mujeres y 30 hombres). 
El consumo de fármacos y/o la presencia de patologías que modifican el metabolismo 
lipídico fueron considerados como criterios de exclusión en la selección de los voluntarios. 
Las características antropométricas y bioquímicas de dicha población se observan en la 
Tabla 3. Los parámetros evaluados se encuentran comprendidos dentro de los valores de 
referencia; consecuentemente, la población a partir de la cual se procedió al aislamiento 
de las VLDL fue considerada sana. 
Tabla 3. Características antropométricas y bioquímicas de la población  
 
VOLUNTARIOS 
(n=60) 
Edad (años) 26 ± 4 
H/M 30/30 
IMC (kg/m2) 20,8 ± 2,2 
Diámetro de cintura (cm) 72,2 ± 6 
Glucosa (mg/dL) 73 ± 0,5 
Colesterol Total (mg/dL) 160 ± 2,3 
Triglicéridos (mg/dL) 64 ± 2,5 
Los datos se expresan como la media ± desvío estándar.  
H: Hombres; M: Mujeres; IMC: Índice de Masa Corporal. 
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4.1.3. Aislamiento y tipificación de las VLDL 
Las VLDL fueron aisladas a partir del suero de voluntarios jóvenes sanos según la 
metodología descripta en el punto 3.3.2 de la sección de Materiales y Métodos, y 
caracterizadas por su composición química: lipídica y proteica, como también se detalla 
en el punto 3.3.3 de la misma sección. La Tabla 4 muestra la caracterización química de 20 
pooles de VLDL obtenidos a partir de los 60 voluntarios sanos. Paralelamente, se 
comprobó la pureza de la lipoproteína por electroforesis en gel de agarosa y se determinó 
la presencia de sus apoproteínas constituyentes por SDS-PAGE (Figura 19). 
Tabla 4. Caracterización química de las VLDL 
 
VLDL 
(n=20) 
TG-VLDL (%) 47 ± 8 
Col-VLDL (%) 9 ± 2 
PT-VLDL (%) 10 ± 4 
PL-VLDL (%) 36 ± 13 
Col/TG-VLDL  0,18 ± 0,05 
TG/PT-VLDL 3,5 ± 0,6 
Los datos se expresan como la media ± desvío estándar.  
TG: Triglicéridos; Col: Colesterol; PT: Proteínas; PL: Fosfolípidos. 
Figura 19. Perfil de apoproteínas y gel de agarosa de las VLDL 
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Los resultados indican que las VLDL obtenidas corresponden, según la bibliografía 
reportada, a una población de VLDL típicas (VLDL-t), caracterizadas por: una relación 
Col/TG que se encuentra dentro de los valores de referencia (entre 0,17 y 0,3); un perfil 
de apoproteínas característico, correspondiente a Apo-B100 (550 kDa), Apo-E (32 kDa) y 
Apo-CIII (8,8 kDa); y un corrimiento electroforético en el gel de agarosa correspondiente a 
la posición pre-beta.105,106 
4.1.4. Estudio de los patrones de expresión de los principales 
proteoglicanos de la matriz extracelular vascular 
Una vez obtenidos y caracterizados ambos tipos celulares, HUVEC y HUAEC; y aisladas y 
tipificadas las VLDL, se procedió al estudio de las características cuali y cuantitativas de la 
MECv frente a la injuria con esta población de lipoproteínas. El tratamiento de los 
endotelios macrovasculares humanos se realizó según lo descripto en el punto 3.4 de la 
sección de Materiales y Métodos.  
En esta oportunidad, se empleó una concentración fisiológica de la lipoproteína 
correspondiente a 75 µg/mL (considerando la concentración de proteína del pool de VLDL 
utilizado) y una incubación de 24 h.59  
El estudio del remodelado de la MECv se realizó mediante análisis de la producción de los 
PGs (decorina, biglicano, versicano y perlecano) por Western blot y RT-PCR. Los patrones 
de producción de los PGs se muestran en las Figuras 20 y 21 para HUAEC y HUVEC, 
respectivamente.  
Las HUAEC mostraron un descenso significativo de alrededor de tres veces en la 
producción de decorina (P<0,01; C vs VLDL-t) (Figura 20.A) y de cuatro veces en la de 
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versicano comparado con el control (P<0,001; C vs VLDL-t) (Figura 20.B), pero no en la 
producción de perlecano frente a las lipoproteínas (Figura 20.C). La cuantificación de la 
producción de biglicano por RT-PCR mostró un descenso significativo de alrededor de tres 
veces comparado con el control, frente a la injuria con VLDL-t (P<0,01; C vs VLDL-t) (Figura 
20.D). 
Figura 20. Producción de proteoglicanos en HUAEC 
 
                                                                      
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Imágenes representativas de los Western blots y análisis densitométrico de la decorina (A), del versicano (B) 
y del perlecano (C). Los datos son expresados como densidad óptica (DO) de cada proteoglicano 
normalizado a la DO de la β-tubulina y el número de células. 
Imagen representativa de RT-PCR de biglicano y análisis densitométrico (D). Los datos se expresan como DO 
de biglicano normalizado a la DO de la gliceraldehído fosfato deshidrogenasa. 
*P<0,01; †P<0,001; ‡ P<0,01; n=3. Test T de Student. 
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Ahora bien, cuando se realizaron los mismos estudios de producción de los PGs antes 
citados sobre las HUVEC, se detectó un aumento de alrededor de seis veces en la 
producción de decorina (P<0,01; C vs VLDL-t) y un aumento de alrededor de siete veces 
en la producción de versicano luego del tratamiento con VLDL-t (P<0,0001; C vs VLDL) 
(Figura 21.A y B, respectivamente).  
Figura 21. Producción de proteoglicanos en HUVEC 
 
 
 
 
                                                                
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Imágenes representativas de los Western blots y análisis densitométrico de la decorina (A), del versicano (B) 
y del perlecano (C). Los datos son expresados como densidad óptica (DO) de cada proteoglicano 
normalizado a la DO de la β-tubulina y el número de células. 
Imagen representativa de RT-PCR de biglicano y análisis densitométrico (D). Los datos se expresan como DO 
de biglicano normalizado a la DO gliceraldehído fosfato deshidrogenasa. 
*P<0,01; #P<0,0001; † P<0,01; n=3. Test T de Student. 
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Al igual que lo observado para las HUAEC, el tratamiento con VLDL-t no modificó la 
producción de perlecano (Figura 21.C). Paralelamente, el tratamiento de las HUVEC con la 
lipoproteína produjo además un aumento significativo en la producción del biglicano, 
medida por RT-PCR,  como puede observarse en la Figura 21.D (P<0,01; C vs VLDL-t). 
4.1.5. Conclusiones parciales I 
Las VLDL-t actúan sobre los endotelios macrovasculares humanos produciendo un 
remodelado de la MECv a expensas de cambios en la expresión de los principales CS/DS-
PGs. La producción de los PGs varía según el tipo de endotelio macrovascular estudiado 
(arterial o venoso). Particularmente, el endotelio macrovascular arterial responde a la 
injuria disminuyendo la producción de los principales CS/DS-PGs, mientras que el 
endotelio macrovascular venoso genera una respuesta inversa aumentando la síntesis de 
dichos PGs. La Figura 22 esquematiza esta primera conclusión parcial. 
Figura 22. Esquema representativo de cambios en la MEC en los dos fenotipos endoteliales 
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4.2. CAPÍTULO II 
En esta etapa del estudio se analizaron algunas vías de señalización celular, entre las que 
se encuentran el factor transcripcional nuclear kappa B (NF-κB) y las quinasas reguladas 
por señales extracelulares 1 y 2 (ERK1/2), frente al tratamiento con VLDL-t en dos 
fenotipos endoteliales macrovasculares humano: arterial y venoso.  
4.2.1. Estudio de la activación del factor transcripcional NF-κB 
El estudio de la activación del factor transcripcional NF-κB se realizó a través del análisis 
de la translocación al núcleo de dicho factor por las técnicas de inmunofluorescencia y 
Western blot, como se detalló en el punto 3.7.1.i y ii de la sección Materiales y Métodos. 
El tratamiento con las VLDL-t no modificó la translocación hacia el núcleo del NF-κB en las 
HUAEC. Estos resultados fueron confirmados tanto a través del análisis de las imágenes 
de las inmunofluorescencias (Figura 23.A) como del estudio de la relación NF-κB núcleo/ 
NF-κB citoplasma por Western Blot (Figura 23.B). Sin embargo, en las HUVEC se detectó 
un aumento significativo en la translocación al núcleo del factor transcripcional por 
inmunofluorescencia (Figura 23.C), acompañado de un incremento en la relación NF-κB 
núcleo/NF-κB citoplasma luego del tratamiento con las VLDL-t (P<0.05, C vs VLDL-t) 
(Figura 23.D). 
4.2.2. Determinación de la producción de citoquinas inflamatorias y anti-
inflamatorias 
Los niveles de la citoquina inflamatoria IL-6 y  anti-inflamatoria IL-10 fueron cuantificadas 
en el medio de cultivo luego del tratamiento con las VLDL-t (75 µg/ml) durante 24 h, en 
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las HUAEC y HUVEC, como se detalló en el punto 3.7.3 de la sección Materiales y 
Métodos. 
Figura 23. Estudio de la translocación celular del factor transcripcional NF-κB 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Imágenes representativas de las inmunofluorescencias para HUAEC y HUVEC (A y C, respectivamente), 
donde se observa en verde el NF-κB y en azul, la tinción del núcleo celular por Hoechst 22580.  
Aumento 1000 X. 
Imágenes representativas de los Western blots y análisis densitométrico para el NF-κB en la fracción nuclear 
y citoplasmática de HUAEC y HUVEC (B y D, respectivamente).  
Los datos son expresados como densidad óptica (DO) de NF-κB normalizado a la DO de la β-tubulina. 
*P<0,05; n=3. Test T de Student. 
El tratamiento con la lipoproteína produjo un aumento significativo en los niveles de IL-6 
en el endotelio arterial (HUAEC) sin modificar los niveles de dicha proteína en el endotelio 
venoso (HUVEC) (Figura 24.A y B, respectivamente). Los niveles de IL-10 fueron no 
detectables por este método en ambos tipos endoteliales. 
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Figura 24. Estudio de los niveles de IL-6 en los medios de cultivo 
 
 
 
 
 
 
Niveles de IL-6 en los medios de cultivo de HUAEC (A) y HUVEC (B) medidos por enizmoinmunoensayo. 
Los datos son expresados como pg IL-6/µg de proteína.*P<0,05; n=3. Test T de Student. 
4.2.3. Determinación de la activación de metaloproteasas de matriz 
El factor transcripcional NF-κB es capaz de inducir la expresión de la pro-MMP-9; 
consecuentemente se procedió a determinar la actividad de las MMP-2 y 9 por gelatino-
zimografía, según se describe en el punto 3.7.4 de la sección Materiales y Métodos.  
El tratamiento de las HUAEC con VLDL-t no modificó la actividad de las MMP-2 y 9, tanto 
de las formas activas como de las pro-formas correspondientes (Figura 25.A). Por el 
contrario, las HUVEC mostraron, frente al mismo tratamiento, un aumento significativo 
en la pro-forma de la MMP-9 (118 kDa) (Figura 25.B). 
4.2.4. Estudio de la vía de señalización celular dependiente de ERK1/2 
La activación de las ERK1/2 y de la proliferación celular se realizó conforme a lo detallado 
en los puntos 3.7.2 y 3.7.3, respectivamente, de la sección Materiales y Métodos. El 
tratamiento con 75 µg/ml de VLDL-t no modificó la fosforilación de ERK1/2 en ninguno de 
los dos tipos de endotelio macrovascular: ni arterial (HUAEC), ni venoso (HUVEC) (Figura 
26.A y B, respectivamente). 
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Figura 25. Análisis de la actividad de MMP-2 y 9 
 
 
 
 
 
 
 
Imágenes representativas de los gelatino-zimogramas y análisis densitométrico de las pro-formas y las 
formas activas de MMP-2 y MMP-9 para HUAEC (A) y HUVEC (B). Los datos son expresados como densidad 
óptica normalizado a los µg de proteína.*P<0,05; n=3. Test T de Student. 
Figura 26. Estudio de la activación de ERK1/2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Imágenes representativas de los Western blots y análisis densitométrico para P-ERK1/2 en la fracción 
citoplasmática de HUAEC (A) y HUVEC (B). Los datos son expresados como la densidad óptica (DO) de P-
ERK1/2 normalizado a la DO de la β-tubulina. n=3. Test T de Student. 
Si bien se realizaron los Western blots para la determinación de ERK total con dos 
anticuerpos diferentes, no se pudo detectar experimentalmente.   
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4.2.5. Análisis del ciclo celular  
Estos resultados fueron confirmados a través del estudio de las fases del ciclo celular por 
citometría de flujo. La distribución de las células en las diferentes fases del ciclo celular y 
el cálculo del índice de proliferación (IP) fueron realizados según se describió en el punto 
3.5.2 en la sección Materiales y Métodos. 
Como puede observarse en la figura 27, no se detectaron cambios significativos en el IP 
luego del tratamiento con la VLDL-t tanto para las HUAEC como para las HUVEC (Figura 
27.A y B). 
Figura 27. Análisis del ciclo celular  
 
 
 
 
 
 
 
4.2.6. Conclusiones parciales II 
El tratamiento con 75 µg/ml de VLDL-t provoca la activación de diferentes vías de 
señalización intracelular dependiendo del fenotipo endotelial macrovascular analizado. 
A nivel del endotelio venoso, la VLDL-t activó la translocación nuclear del NF-κB; lo que se 
correlacionó con un aumento en la actividad de la pro-MMP-9 (inflamatoria). Sin 
 
HUAEC HUVEC 
  
Fases del ciclo celular en HUVEC 
 G0/G1 (%) S (%) G2/M (%) IP 
Control 79 ± 2 8 ± 3 14 ± 2 22 ± 3 
VLDL-t 77 ± 4 8 ± 2 12 ± 1 18 ± 3 
 
Fases del ciclo celular en HUAEC 
 G0/G1 (%) S (%) G2/M (%) IP 
Control 88 ± 1 4 ± 4 7 ± 2 13 ±4 
VLDL-t 86 ± 2 5 ± 3 5 ± 2 12 ±4 
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embargo, esta respuesta celular de características inflamatorias no fue acompañada por 
un incremento en la secreción de IL-6 por parte de las HUVEC. 
Contrariamente a lo esperado, no se detectó un aumento en la translocación nuclear del 
NF-κB en las células HUAEC; sin embargo, este fenotipo endotelial mostró un incremento 
significativo en la secreción de la citoquina inflamatoria IL-6.  
La injuria macrovascular por VLDL-t (75 µg/ml) resultaría independiente de la vía de 
señalización ERK1/2. 
La Figura 28 esquematiza esta segunda conclusión parcial.  
Figura 28. Esquema representativo de las vías de señalización activadas en los dos fenotipos 
endoteliales 
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4.3. CAPÍTULO III 
El siguiente desafío fue determinar las características estructurales de los PGs secretados 
por el endotelio macrovascular humano ateroresistente, representado por las HUVEC, 
frente al agente injuriante VLDL-t.  
4.3.1. Estudio del patrón de secreción de los esqueletos proteicos de los 
proteoglicanos 
Como primer objetivo, realizamos el estudio del esqueleto proteico de los principales PGs 
secretados: decorina, biglicano, versicano y perlecano en el medio de cultivo de las 
HUVEC. Para ello se realizó, luego del tratamiento con diferentes concentraciones de 
VLDL-t (0, 75 y 100 µg/mL, considerando la concentración de proteína) durante 24 h, el 
aislamiento de los PGs del medio de cultivo, como se detalló en el punto 3.6.2 de la 
sección Materiales y Métodos. Posteriormente, se procedió al estudio de sus esqueletos 
proteicos por Western blot, ítem 3.6.1.ii de la sección Materiales y Métodos. Los patrones 
de secreción de los PGs mencionados se muestran en la Figura 29.  
El tratamiento con 75 µg/ml de VLDL-t resultó en un aumento significativo de los niveles 
de decorina (P<0,1; C vs 75 µg/mL VLDL-t) (Figura 29.A). La secreción de la decorina al 
medio de cultivo fue de alrededor de cinco veces superior al detectado en el medio de 
cultivo de las células control. Mientras que con 100 µg/ml esa secrecion aumentada 
presenta una tendencia al descenso no significativa. Por su parte, la secreción del PG 
versicano evidenció un aumento significativo de alrededor de cinco veces luego del 
tratamiento con una dosis fisiológica de la lipoproteína (P<0,1; C vs 75 µg/mL VLDL-t), 
siendo casi indetectable frente a 100 µg/ml de VLDL-t (Figura 29.B). Este descenso 
  
significativo también fue detectado para el esqueleto proteico d
µg/mL de VLDL-t (P<0,001; C vs 100 µg/mL VLDL
perlecano experimentó un d
(P<0,001; C vs 75 µg/mL VLDL
Figura 29
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Imágenes representativas de los Western blots y análisis densitométrico
decorina (A), versicano (B), biglicano (C) y
(DO) de cada PG normalizado por el
proteína sembrados en los geles. 
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4.3.2. Estudio de las características químicas de los glicosaminoglicanos de 
los proteoglicanos secretados 
Una vez aislados los PGs del medio de cultivo, se procedió al estudio de los GAGs por 
HPLC en fase reversa, como se detalló en el punto 3.6.4 de la sección Materiales y 
Métodos. 
El contenido total de CS y DS (CS+DS) registró un aumento significativo, de alrededor de 
diez veces con respecto al control, luego del tratamiento con 75 µg/mL de VLDL-t 
(P<0,001; C vs 75 µg/mL VLDL-t). Este contenido de CS+DS descendió hasta alcanzar los 
valores del control cuando las células fueron tratadas con 100 µg/mL de la lipoproteína 
(Figura 30.A). Al igual que el CS+DS, luego del tratamiento con 75 µg/mL de VLDL-t se 
detectó un aumento significativo del contenido de HS (P<0,001; C vs 75 µg/mL VLDL-t) 
que se normalizó con 100 µg/mL VLDL-t (Figura 30.B). 
El contenido total de HA no mostró diferencias entre las concentraciones de VLDL-t 
ensayadas comparado con el control (Figura 30.C). 
Figura 30. Cuantificación de CS+DS, HS y HA secretado por las HUVEC 
 
 
 
 
 
 
Gráficos de la concentración de CS+DS, HS y HA en HUVEC tratadas con 0, 75 y 100 µg/mL de VLDL-t. 
Los resultados son expresados como ng de GAG por mL de medio de cultivo empleado para su aislamiento. 
*P<0,001 C vs 75 µg/mL VLDL-t. †P<0,001 C vs 75 µg/mL VLDL-t; n=4. Test de ANOVA. 
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A continuación, realizamos la caracterización estructural de las cadenas de CS/DS, en la 
que se determinó el porcentaje de sulfatación en las posiciones 0S (ausencia de 
sulfatación), 4S y 6S (sulfatación en la posición C4 o C6 de la N-acetilgalactosamina, 
respectivamente) DiS (disulfatación en las posiciones C4 y C6 de la N-
acetilgalactosamina), TriS (trisulfatación en las posiciones C2 del ácido 
glucurónico/idurónico y C4 y C6 de la N-acetilgalactosamina) (Figura 31). 
Figura 31. Esquema de las posiciones de sulfatación de los CS/DS 
 
 
 
 
El tratamiento con concentraciones crecientes de VLDL-t produjo un aumento en la 
sulfatación de las cadena de CS/DS, hecho que se ve reflejado por un descenso 
significativo en el porcentaje de no sulfatación (0S) (P<0,01; C vs 75 y C vs 100 µg/mL 
VLDL-t). Este incremento en la sulfatación, se debió principalmente a un aumento de la 
sulfatación en posición C4 (4S) (P<0,05; C vs 75 y C vs 100 µg/mL VLDL-t).  
Si bien, la sulfatación en posición C6 (6S) como la disulfatadación (DiS) mostraron una 
tendencia de aumento luego del tratamiento, esta diferencia no fue significativa (Tabla 4).  
El aumento del grado se sulfatación fue acompañado por un aumento significativo de la 
carga neta de las cadenas de CS+DS (P<0,001; C vs 75 y C vs 100 µg/mL) (Tabla 4). 
 
 
 
 
 
CAPÍTULO III 
82 
 
Tabla 4. Caracterización estructural de las cadenas de CS+DS secretadas por las HUVEC 
VLDL-t 
(µg/mL) 
Porcentaje 
6S/4S Carga 
0S 4S 6S DiS TriS 
0 13,6 ± 0,4 66,0 ± 0,1 18,7 ± 0,1 1,8 ± 0,6 0,0 ± 0,0 0,3 ± 0,5 0,89 ± 0,01 
75 5,2 ± 0,9† 71,2 ± 3,7‡ 20,6 ± 6,2 3,0 ± 1,9 0,1 ± 0,1 0,3 ± 1,7 0,98 ± 0,01* 
100 6,9 ± 5,2† 70,00 ± 3,5‡ 21,3 ± 2,3 1,9 ± 0,6 0,05 ± 0,07 0,3 ± 0,7 0,95 ± 0,04* 
Los datos se expresan como la media ± el desvío estándar.  
†P<0,01; ‡P<0,05; *P<0,01; n=4. Test de ANOVA. 
4.3.3. Estudio de la expresión de las principales enzimas involucradas en la 
síntesis de las cadenas de condroitín/dermatán sulfato 
Una vez realizado el estudio de las características estructurales de las cadenas de CS/DS 
secretados por un endotelio ateroresistente, y considerando los estudios en modelos 
murinos knockout para el receptor de LDL en los que se demuestra el papel regulador de 
las enzimas N-acetilgalactosaminatransferasa-2 (ChGn-2) y Condroitín-4-O-
sulfotransferasa-1 (C4ST-1) como determinantes de la longitud de las cadenas de CS/DS, 
nos propusimos analizar la expresión de dichas enzimas junto con la expresión de la 
Dermatán sulfato epimerasa 1/2 (DS-epi1/2), enzima responsable de la epimerización 
del C5 del ácido glucurónico para formar el ácido idurónico característico del DS, y de la 
Dermatán sulfato 4-sulfotransferasa-1 (D4ST-1), principal enzima involucrada en la 
sulfatación en posición C4 del DS. Esta parte del estudio se realizó por RT-PCR, como se 
detalla en el punto 3.6.5 de la sección Materiales y Métodos 
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El tratamiento con 75 µg/mL de VLDL-t disminuyó significativamente la expresión de la 
C4ST-1 y de la DS-epi1/2 (P<0,05; C vs 75 µg/mL) (Figura 32.B y C, respectivamente), pero 
no modificó la expresión de la GhGn-2 y la D4ST-1 (Figura 32.A y D, respectivamente).  
Figura 32. Análisis de la expresión de las principales enzimas involucradas en la síntesis de 
CS/DS 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
Imágenes representativas de las RT-PCR y análisis densitométrico de la ChGn-2 (A), C4ST-1 (B), DS-epi1/2 (C) 
y de la DS4ST-1 (D). Los datos son normalizados por la densidad óptica de GAPDH y expresados como 
porcentaje respecto al control. *P<0,05; n=3. Test T de Student. 
4.3.4. Conclusiones parciales III 
El endotelio ateroresistente, cuando es tratado con una concentración fisiológica de las 
VLDL-t, produce una matriz extracelular rica en CS/DS-PGs, a expensas de un aumento del 
DS-PG decorina y del CS-PG versicano.  
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Este incremento del esqueleto proteico de los CS/DS-PGs secretado a la MEC es 
acompañado por el aumento de la concentración de CS+DS. Asimismo, las cadenas de 
CS/DS de los PGs secretados se ven modificadas principalmente por un aumento en el 
grado de sulfatación en la posición C4 de la N-acetilgalactosamina y un incremento en la 
carga neta.  
Por otro lado, el tratamiento con concentraciones fisiológicas de la VLDL-t redujo la 
expresión de las principales enzimas asociadas a la síntesis del esqueleto de CS y de la 
principal enzima encargada de la epimerización del CS para la formación de DS. 
La Figura 33 esquematiza esta tercera conclusión parcial.  
Figura 33. Esquema representativo de los cambios en los proteoglicanos secretados en HUVEC a 
concentraciones fisiológicas de VLDL-t 
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4.4. CAPÍTULO IV 
Una vez evidenciados los cambios cuali-cuantitativos de los CS/DS-PGs del endotelio 
venoso frente a la injuria con VLDL-t, el siguiente objetivo fue estudiar la participación del 
receptor de VLDL (VLDLR) en los eventos celulares anteriormente analizados.  
Para ello, las VLDL-t fueron sometidas a una oxidación drástica, de manera tal que la 
interacción entre la lipoproteína y su receptor (VLDLR) se vea alterada. 
4.4.1. Oxidación y tipificación de las VLDL oxidadas 
Las VLDL-t fueron oxidadas con CuSO4 5 µM a 37°C según lo descripto en el punto 3.3.4 de 
la sección Materiales y Métodos. La reacción de oxidación fue monitoreada mediante la 
cuantificación de la formación de dienos conjugados, como medida de la peroxidación 
lipídica (Figura 34.A). Una población de VLDL moderadamente oxidada y otra 
extensamente oxidada se obtuvieron luego de 2 y de 17 h de oxidación, respectivamente 
(Figura 34.A). Estas dos poblaciones de VLDL-ox fueron caracterizadas por su composición 
química lipídica y proteica, y por su corrimiento electroforético en geles de agarosa, como 
se detalló en los puntos 3.3.3 y 3.3.5 de la sección Materiales y Métodos. 
Luego de la oxidación de 2 h con CuSO4, la lipoproteína oxidada (VLDL-ox-2h) presenta un 
mayor corrimiento electroforético hacia el ánodo (+), indicando una mayor densidad de 
carga negativa. Por otro lado, la población de VLDL oxidada 17 h (VLDL-ox-17h) no fue 
detectada con esta técnica, indicando una mayor pérdida de su componente lipídico, lo 
que confirma su inestabilidad (Figura 34.B). 
 
 
  
Figura 34. Monitoreo
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A partir del estudio de la caracterización química de las VLDL oxidadas
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la modificación de la interacción de la VLDL con su receptor revierte el remodelado de la 
MECv previamente observado.  
Tabla 5. Caracterización química de las VLDL oxidadas 
 
VLDL-t 
(n=20) 
VLDL-ox-2h 
(n=6) 
VLDL-ox-17h 
(n=6) 
TG-VLDL (%) 47 ± 8 43 ± 2 43 ± 3 
Col-VLDL (%) 9 ± 2 4 ± 0,5* 3 ± 1# 
PT-VLDL (%) 10 ± 4 14 ± 2 7 ± 2† 
FL-VLDL (%) 36 ± 13 38 ±18 47 ± 14 
Col/TG-VLDL  0,18 ± 0,05 0,11 ± 0,02 0,10 ± 0,06  
TG/PT-VLDL 3,5 ± 0,6 3,4 ± 1,3 6,9 ± 1,4‡ 
Los datos se expresan como la media ± desvío estándar.  
*P<0,05; VLDL-t vs VLDL-ox-2h; 
#
 P<0,05; VLDL-t vs VLDL-ox-17h; 
†
 P<0,05; VLDL-t vs VLDL-ox-17h; 
‡
 P<0,05; VLDL-t vs VLDL-ox-17h. 
TG: Triglicéridos; Col: Colesterol; PT: Proteínas; FL: Fosfolípidos. 
 
Las HUVEC fueron tratadas con 75 µg/mL de VLDL-ox-17h durante 24 h, luego se analizó 
por Western blot o RT-PCR la producción de los esqueletos proteicos de los CS/DS-PGs: 
decorina, biglicano y versicano como se detalló en el punto 3.6.2 de la sección Materiales 
y Métodos.  
El tratamiento con la VLDL-ox-17h, produjo un descenso significativo en el incremento del 
versicano observado previamente con las VLDL-t (P<0,05; VLDL-t vs VLDL-ox-17h). 
Mientras que el trataminto con la VLDL-ox-17h produjo una tendencia de disminucion de 
la decorina y el biglicano (Figura 35). 
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Figura 35. Producción de proteoglicanos en HUVEC tratadas con VLDL-t y VLDL-ox-17h 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Imágenes representativas de los Western blots de la producción de decorina y del versicano, y de los geles 
de la RT-PCR del biglicano (A) en HUVEC tratadas con 0, 75 µg/mL VLDL-t y 75 µg/mL VLDL-ox-17h. Los 
resultados son expresados como incremento con respecto al control (B). 
*P<0,05; n=3.Test T de Student. 
4.4.3. Estudio de la composición de los glicosaminoglicanos en presencia de 
las VLDL oxidadas 
Además del estudio del esqueleto proteico de los principales CS/DS-PGs, se analizaron las 
características estructurales de las cadenas de GAGs luego del tratamiento con la VLDL-
ox-17h. 
El tratamiento de las HUVEC con la lipoproteína oxidada produjo un descenso significativo 
en el contenido de CS+DS secretado comparado con la VLDL-t (P<0,001; 75 µg/mL VLDL-t 
vs VLDL-ox-17h), alcanzando valores similares a los secretados por las células control 
(Figura 36.A). Al igual que el CS+DS, luego del tratamiento con 75 µg/mL de VLDL-ox-17h 
se detectó un descenso significativo del contenido de HS (P<0,001; 75 µg/mL VLDL-t vs 
VLDL-ox-17h) y HA (P<0,05; 75 µg/mL VLDL-t vs VLDL-ox-17h) con respecto al su análogo 
no oxidado las VLDL-t (Figura 36.B y C).  
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Figura 36. Cuantificación de CS+DS, HS y HA secretado por las HUVEC con VLDL-t y VLDL-ox-17h 
 
 
 
 
 
 
Gráficos de la concentración de CS+DS, H y HA en HUVEC tratadas con 0, 75 µg/mL VLDL-t y 75 µg/mL VLDL-
ox-17h. Los resultados son expresados como ng de GAG por mL de medio de cultivo empleado para su 
aislamiento. *P<0,001; VLDL-t vs VLDL-ox-17h. †P<0,001; VLDL-t vs VLDL-ox-17h. 
#
P<0,05; VLDL-t vs VLDL-
ox-17h. n=3. Test de ANOVA. 
El estudio de la sulfatación en las cadenas de CS y DS mostró un descenso del grado de 
sulfatación luego del tratamiento con las VLDL-ox-17h, hecho que se ve reflejado por un 
aumento significativo en el porcentaje de no sulfatación (0S) (P<0,01; C vs 75 µg/mL 
VLDL-ox-17h y P<0,001; 75 µg/mL VLDL-t vs VLDL-ox-17h). Este descenso del grado de 
sulfatación fue acompañado con un descenso significativo en la carga neta de las cadenas 
de CS y DS (P<0,01; C vs 75 µg/mL VLDL-ox-17h y 75 µg/mL VLDL-t vs VLDL-ox-17h) (Tabla 
6).  
Paralelamente, la disminución en la sulfatación fue acompañada de una modificación en 
las posiciones de sulfatación (Tabla 6). El tratamiento con VLDL-ox-17h produjo un 
descenso significativo de la sulfatación en posición 4S (P<0,001; C vs 75 µg/mL VLDL-ox-
17h y 75 µg/mL VLDL-t vs VLDL-ox-17h) y un aumento significativo de la sulfatación en 
posición 6S (P<0,01; C vs 75 µg/mL VLDL-ox-17h y P<0,05; 75 µg/mL VLDL-t vs VLDL-ox-
17h), cuando se comparan estos datos con los resultados obtenidos para la VLDL-t. 
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Consecuentemente, estos valores resultan en un incremento de la relación 6S/4S 
(P<0,001; C vs 75 µg/mL VLDL-ox-17h y 75 µg/mL VLDL-t vs VLDL-ox-17h) (Tabla 6). 
Tabla 6. Caracterización estructural de las cadenas de CS/DS secretadas por las HUVEC en 
presencia de VLDL-ox-17h 
VLDL 
(µg/mL) 
Porcentaje 
6S/4S Carga 
0S 4S 6S DiS TriS 
0 13,6 ± 0,4 66,0 ± 0,1 18,7 ± 0,1 1,8 ± 0,6 0,0 ± 0,0 0,3 ± 0,5 0,89 ± 0,01 
75 VLDL-t 5,2 ± 0,9 71,2 ± 3,7 20,6 ± 6,2 3,0 ± 1,9 0,1 ± 0,1 0,3 ± 1,7 0,98 ± 0,01 
75 VLDL-ox 20,1 ± 3,8* 49,7 ± 3,7# 27, 8 ± 3,6‡ 1,8 ± 0,2 0,8 ± 1,1 0,6 ± 0,1† 0,83 ± 0,01¥ 
Los datos son expresados como la media ± el desvío estándar.  
*P<0,01; C vs 75 µg/mL VLDL-ox-17h y P<0,001; 75 µg/mL VLDL-t vs VLDL-ox-17h.  
#P<0,001; C vs 75 µg/mL VLDL-ox-17h y 75 µg/mL VLDL-t vs VLDL-ox-17h. 
‡P<0,01; C vs 75 µg/mL VLDL-ox-17h y P<0,05; 75 µg/mL VLDL-t vs VLDL-ox-17h. 
†P<0,001; C vs 75 µg/mL VLDL-ox-17h y 75 µg/mL VLDL-t vs VLDL-ox-17h. 
¥P<0,01; C vs 75 µg/mL VLDL-ox-17h y 75 µg/mL VLDL-t vs VLDL-ox-17h. 
Test de ANOVA. 
 
4.4.4. Estudio de la activación del factor transcripcional NF-κB en presencia 
de las VLDL oxidadas 
La oxidación drástica de las VLDL (VLDL-ox-17h) modificó el patrón de producción de los 
CS/DS-PGs y el perfil de sulfatación de las cadenas de CS/DS observados previamente en 
presencia de las VLDL-t. El siguiente objetivo fue determinar si la lipoproteína oxidada es 
capaz de modificar la translocación del factor transcripcional NF-κB y la producción de 
citoquinas inflamatorias. 
El estudio de la translocación del NF-κB hacia el núcleo se realizó por Western blot y los 
niveles de las citoquinas IL-6 y IL-10 fueron cuantificadas en el medio de cultivo de las 
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HUVEC luego del tratamiento con las VLDL-t y VLDL-ox-17h (75 µg/ml) 24 h, como se 
detalló en el punto 3.7.1 y 3.7.3 de la sección Materiales y Métodos, respectivamente. 
El tratamiento con las VLDL-ox-17h produjo un descenso significativo en la translocación 
hacia el núcleo del NF-κB comparado con las VLDL-t (P<0,05; 75 µg/mL VLDL-t vs VLDL-ox-
17h) (Figura 37.A). No se detectaron cambios en los niveles de IL-6 en todas las 
condiciones ensayadas (Figura 37.B). Los niveles de IL-10 no fueron detectables.  
Figura 37. Estudio de la translocación nuclear del factor transcripcional NF-κB y de los niveles de 
IL-6 en los medios de cultivo 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Imágenes representativas de los Western blots y análisis densitométrico para el NF-κB en la fracción nuclear 
y citoplasmática (A) y niveles de IL-6 (B) en el medio de cultivo de HUVEC tratadas con 0, 75 µg/mL VLDL-t y 
75 µg/mL VLDL-ox-17h. Los datos son expresados como densidad óptica (DO) de NF-κB normalizado a la DO 
de la β-tubulina. n=3. *P<0,05; VLDL-t vs VLDL-ox-17h. Test de ANOVA. 
4.4.5. Conclusiones parciales IV 
Las modificaciones químicas y del tamaño de las VLDL luego de la oxidación con CuSO4 
5µM son dependientes del tiempo de oxidación. En una oxidación a corto plazo (2 h), se 
obtienen lipoproteínas modificadas en su composición lipídica, modificaciones que no 
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afectan la integridad fisicoquímica de la lipoproteína. Por el contrario, la oxidación 
drástica (17 h) modifica tanto el componente lipídico como el componente proteico de las 
VLDL. La pérdida parcial de las proteínas favorecería la fusión de las partículas generadas, 
tal como fue oportunamente descripto por Guha y col.105 
La VLDL extensamente oxidada (VLDL-ox-17h): (1) disminuyó el incremento en la 
producción de decorina y biglicano observado previamente con las VLDL-t, y equiparó los 
valores de versicano en las HUVEC al del control; (2) equiparó los niveles secretados de 
CD+DS y HS al del control; y (3) no produjo la translocación del factor transcripcional NF-
κB. Además, otros parámetros se vieron modificados con el tratamiento con la VLDL-ox-
17h; tal es el caso de (1) la disminución de los niveles secretados de HA; (2) el descenso 
en el porcentaje de sulfatación en la posición C4 de las cadenas de CS/DS y (3) la 
disminución de la carga neta de los CS/DS. La Figura 38 esquematiza esta cuarta 
conclusión parcial.  
Figura 38. Participación del receptor de VLDL en el remodelado de la matriz extracelular 
endotelial 
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4.5. CAPÍTULO V 
Teniendo en consideración que las VLDL constituyen una población heterogénea de 
partículas en términos de tamaño, propiedades físicas y composición química, y que estas 
características influyen en sus efectos biológicos.106  
El siguiente desafío fue estudiar el patrón de secreción de los principales GPS producidos 
por las HUVEC luego del tratamiento con las VLDL de origen mediterráneo (VLDL-med) y 
de origen occidental (VLDL-t) (Parte A). Como así también, el efecto que las VLDL-med 
producen en la funcionalidad mitocondrial. Dicho estudio se abordó mediante el análisis 
de la bioenergética mitocondrial (Parte B) y el estrés oxidativo (Parte C). 
Estos estudios se realizaron en colaboración con el Laboratorio de Estudio Mitocondrial 
del Departamento de Ciencias Bioquímicas “A. Rossi Fanelli”, de la Universidad La 
Sapienza de Roma, Italia; bajo la supervisión del Prof. Dr. Paolo Sarti. 
4.5.1. Tipificación de las VLDL mediterráneas  
Las VLDL-med fueron obtenidas a partir del suero de una población italiana (80 
individuos, 40 mujeres y 40 hombres), según el punto 3.3.2 de la sección de Materiales y 
Métodos.  
Las VLDL-med fueron caracterizadas por su composición química: lipídica y proteica; 
como se detalla en el punto 3.4 de la sección Materiales y Métodos. Las VLDL-med 
presentan un porcentaje de TG significativamente menor que las VLDL-t (P<0,001; VLDL-
med vs VLDL-t) con el concomitante aumento de la relación Col/TG, acompañado por un 
aumento significativo del porcentaje en FL (P<0,05; VLDL-med vs VLDL-t) (Tabla 8). 
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Una vez caracterizadas las VLDL-med, se procedió con el tratamiento de la línea celular 
HUVEC (ATCC® CRL-1730™) con concentraciones crecientes de la lipoproteína (0, 50, 75, 
100 y 140 µg/mL VLDL-med), como se detalló en el punto 3.4 de la sección Materiales y 
Métodos. 
Tabla 8. Caracterización química de las VLDL mediterráneas 
 
 
 
 
 
 
 
 
Los datos se expresan como la media ± desvío estándar.  
TG: Triglicéridos; Col: Colesterol; PT: Proteínas; FL: Fosfolípidos. 
*P<0,001; VLDL-med vs VLDL-t. 
‡
P<0,05; VLDL-med vs VLDL-t. 
 
†
P<0,001; VLDL-med vs VLDL-t. 
n=3. Test T de Student. 
Finalizado el tratamiento, por un lado, se determinó el porcentaje de células vivas y 
muertas como se detalló en el ítem 3.5.1. El tratamiento con 0, 50, 75, 100 y 140 µg/mL 
de VLDL-med no modificó significativamente la viabilidad celular como puede observarse 
en la Figura 39.  
Por otro lado, se determinó el contenido mitocondrial a través de la determinación de la 
actividad específica de la CiS como se detalló en el punto 3.9.1.1 de la sección Materiales 
y Métodos. El tratamiento con la lipoproteína no modificó la actividad enzimática de la 
CiS (AECiS0=0,059±0,005; AECiS50=0,061±0,006; AECiS75=0,058±0,008; AECiS100=0,060±0,008; 
AECiS140=0,058±0,01; n=3). 
 VLDL-t VLDL-med 
TG-VLDL (%) 47 ± 8 13 ±2* 
Col-VLDL (%) 9 ± 2 6 ± 2 
PT-VLDL (%) 10 ± 4 5 ± 2 
FL-VLDL (%) 36 ± 13 76 ± 7‡ 
Col/TG-VLDL 0,18 ± 0,05 0,47 ± 2,54† 
TG/PT-VLDL 3,50 ± 0,60 2,54 ±0,20 
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Figura 39. Viabilidad celular en HUVEC después del tratamiento con la VLDL-med 
 
 
 
 
 
 
Porcentaje de células vivas y muertas de HUVEC tratadas con concentraciones crecientes de VLDL-med.  
Los datos se expresan como la media ± desvío estándar.  
Una vez demostrado que el tratamiento con la VLDL-med no modifica la viabilidad celular 
y el contenido mitocondrial, se procedió con el análisis del patrón de secreción de los PGs 
y el estudio de la funcionalidad mitocondrial. 
4.5.2. PARTE A: Estudio del patrón de secreción de los 
proteoglicanos  
4.5.2.1. Estudio del patrón de secreción de los proteoglicanos en HUVEC 
tratadas con VLDL mediterránea 
El estudio del patrón de secreción de los principales PGs de la MECv se abordó a través de 
la detección de los esqueletos proteicos de: la decorina, el versicano, el biglicano y el 
perlecano en el medio de cultivo de la línea celular HUVEC. Para ello se realizó, luego del 
tratamiento con diferentes concentraciones de VLDL-med (0, 75 y 140 µg/mL, 
considerando la concentración de proteína) durante 24 h, el aislamiento de los PGs del 
medio de cultivo, como se detalló en el punto 3.6.2 de la sección Materiales y Métodos. 
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 Posteriormente, se procedió al estudio
ítem 3.6.1.ii de la sección Materiales y Métodos. 
Los patrones de secreción de los PGs mencionados 
tratamiento con 75 y 140 µg/ml de VLDL
niveles de decorina (P<0,01; C vs 75 
med) (Figura 40.A).  
Figura 40. Secreción de proteoglicanos en
 
 
 
 
 
 
 
 
Imágenes representativas de los Western blots y análisis densitométricos de los CS/DS
decorina (A), versicano (B), biglicano (C) y
de 0, 75 y 140 µg/mL de VLDL-med.
normalizado por el volumen del medio de cultivo, número de células y microgramos de proteína sembrados 
en los geles. **P<0,01; 0 vs 75 µg/mL VLDL
µg/mL VLDL-med. *P<0,05
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 de sus esqueletos proteicos por Western blot, 
 
se muestran en la Figura 38
-med resultó en un aumento significativo de los 
µg/mL VLDL-med y P<0,001; C vs 100 µg/mL VLDL
 la línea celular HUVEC 
-PGs y 
 perlecano (D); secretados por la línea celular HUVEC en presencia 
 Los datos son expresados como densidad óptica (DO) de cada PG 
-med. ***P<0,001; 0 vs 140 µg/mL VLDL-med. 
#
P<0,001
; 0 vs 75 µg/mL VLDL-med. n=3. Test de ANOVA. 
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Por su parte, la secreción de versicano evidenció un aumento significativo únicamente 
luego del tratamiento con una dosis fisiológica de la lipoproteína (P<0,001; C vs 75 µg/mL 
VLDL-med) (Figura 40.B). Este aumento fue acompañado por un aumento significativo en 
la secreción de biglicano comparado con el control (P<0,05; C vs 75 µg/mL VLDL-med) 
(Figura 40.C). El patrón de secreción de perlecano si bien experimentó una tendencia de 
aumento a concentraciones fisiológicas de la lipoproteína este aumento no fue 
significativo (Figura 40.D). 
4.5.2.2. Estudio comparativo del patrón de secreción de proteoglicanos en 
presencia de VLDL occidental y mediterránea 
Finalmente, se comparó el patrón se secreción de los principales PGs de la MECv: 
decorina, versicano, biglicano y perlecano; en presencia de VLDL mediterránea y 
occidental. Para ello, se evaluó el incremento con respecto al control para cada uno de los 
tratamientos.  
Figura 41. Incremento de la secreción de cada proteoglicano en presencia de VLDL-t y VLDL-med 
  
 
 
 
 
 
 
Análisis del incremento con respecto al control de decorina, versicano, biglicano y perlecano; en HUVEC 
tratadas con 75 y 100 µg/mL de VLDL-t (A) y 75 y 140 µg/mL de VLDL-med (B). n=3. *P<0,05; 
#
P<0,05; 75 vs 
100 µg/mL VLDL-t. **P<0,001 75 vs 140 µg/mL VLDL-med. Test T de Student. 
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Como se mostró en el capítulo III, el tratamiento con la VLDL occidental (VLDL-t) produjo a 
concentraciones fisiológicas un incremento de la secreción de decorina y versicano 
acompañado por un descenso en la secreción de perlecano. Por encima de dicha 
concentración, se produce una disminución en los incrementos observados previamente 
(Figura 41.A). Por su parte, los incrementos observados en presencia de la VLDL-med se 
mantuvieron a concentraciones superiores, con excepción del perlecano, el cual 
descendió significativamente a una concentración de 140 µg/mL de VLDL-med (P<0,001) 
(Figura 41.B). 
4.5.3. PARTE B: Estudio de la bioenergética mitocondrial  
4.5.3.1. Determinación de la producción de ATP  
La síntesis de ATP proveniente de la fosforilación oxidativa mitocondrial es la principal 
fuente de ATP de las células aerobias no fotosintéticas. Para determinar si las VLDL-med 
son capaces de afectar la funcionalidad mitocondrial, se midió como primera 
aproximación la producción de ATP. 
Las HUVEC una vez tratadas con la lipoproteína, fueron incubadas en presencia y ausencia 
de glucosa; como se detalló en el punto 3.9.1.2 de la sección Materiales y Métodos. En 
presencia de glucosa se determinan los valores totales de ATP, provenientes de la 
glucólisis y de la fosforilación oxidativa; mientras que en ausencia de glucosa se 
determina la producción de ATP proveniente de la fosforilación oxidativa.  
La producción del ATP proveniente de la fosforilación oxidativa se vió modificada a altas 
concentraciones de VLDL-med, detectándose un descenso significativo de la relación ATP 
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fosforilación oxidativa/ATP total (140 µg/mL) (P<0,1; 0 vs 140 µg/mL VLDL-med) (Figura 
42). 
Figura 42. Producción de ATP en HUVEC tratadas con VLDL-med 
 
 
 
 
 
Estudio de la producción de ATP proveniente de la fosforilación oxidativa en CEs tratadas con 
concentraciones crecientes de VLDL-med. Los datos son expresados como la relación de ATP fosforilación 
oxidativa/ ATP total. P<0,1; 0 vs 140 µg/mL VLDL-med. n=5. Test de ANOVA. 
4.5.3.2. Determinación de la producción de lactato 
Teniendo en consideración los resultados anteriores, se midió la producción de lactato en 
presencia y ausencia de 140 µg/mL VLDL-med; como se detalló en el punto 3.9.1.3 de la 
sección Materiales y Métodos. Para ello, las HUVEC una vez tratadas fueron incubadas en 
presencia de glucosa, con o sin inhibidores de la cadena respiratoria (mixotiazol y 
antimicina A). La células cancerosas aumentan la producción de ATP glucolítico, en 
presencia de los inhibidores de la cadena respiratoria para compensar la caída del ATP 
proveniente de la fosforilación oxidativa; compensación conocida como “Efecto Warburg” 
107 . De esta forma, la diferencia entre los niveles de lactato en presencia y ausencia de los 
inhibidores es proporcional al ATP proveniente de la fosforilación oxidativa (Δlactato), los 
resultados se expresan como Δlactato/lactato basal (ausencia de inhibidores).  
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El Δlactato disminuyó luego del tratamiento con 140 µg/mL VLDL-med (flecha roja) 
(Figura 43.A). Sin embargo, la relación Δlactato/lactato basal no mostró diferencias 
significativas (Figura 43.B). 
Figura 43. Determinación de la producción de lactato 
 
 
 
 
 
 
 
Estudio de la producción de lactato normalizado por la concentración de proteína (A) y Δlactato/lactato 
basal (B) en HUVEC control y tratadas con 140 µg/mL VLDL-med. n=3. Test T de Student. 
4.5.3.3. Medición del potencial de membrana mitocondrial 
Habiendo detectado una disminución de la fosforilación oxidativa a altas concentraciones 
de la VLDL-med (140 µg/mL); y teniendo en cuenta que la misma depende tanto de la 
fuerza protón-motriz como así también de la correcta funcionalidad de los complejos de 
la cadena respiratoria; se evaluó el potencia de membrana mitocondrial mediante el uso 
de la sonda JC-1 como se describe en el punto 3.9.1.4 de la sección Materiales y Métodos.  
El potencial de membrana mitocondrial (Δp=ΔΨ-60ΔpH) resulta de la suma de dos 
componentes; por un lado, el gradiente transmembrana de protones (ΔpH); y por otro 
lado, del potencial eléctrico (ΔΨ).  
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 Teniendo en consideración lo anteriormente citado, e
mitocondrial se midió en las HUVEC 
presencia de un inhibidor del gradiente de protones (nigericina) y
potasio (valinomicina), como controles positivos de la despolarizaci
El potencial de membrana mitocondrial no se modific
µg/mL) comparado con las células no tratadas, como se muestra en los densitogramas 
representativos para cada condición 
Figura 44. Análisis
 
 
 
 
 
 
 
Medición del porcentaje de células despola
en HUVEC control y tratadas con 140 µg/mL VLDL
4.5.3.4. Medición del consumo de oxígeno en células permeabilizadas
La funcionalidad de los complejos de la cadena 
respiración basal fue analizada mediante la determinación d
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complejo respiratorio, como se detalló en el ítem 3.9.1.5 de la sección Materiales y 
Métodos. 
Como puede observarse en la Figura 45, la respiración basal descendió un 20 % luego del 
tratamiento con la VLDL-med (140 µg/mL). Este descenso, fue acompañado por una 
disminución del mismo grado en la actividad del complejo IV (citocromo c oxidasa) (Figura 
45). 
Figura 45. Medición del consumo de oxígeno  
 
 
 
 
 
 
 
 
Medición del consumo de oxígeno en  la línea celular HUVEC control y tratadas con 140 µg/mL de VLDL-
med. Los resultados son expresados como pmol de O2 consumido por segundo normalizado por la 
concentración de proteínas en la fracción citoplasmática. Basal: Respiración basal; Dig: Respiración celular 
en presencia de digitonina; Pyr/Mal: Piruvato/Malato; ADP: Adenosina difosfato; Rot: Rotenona; Suc: 
Succinato; Ant A: Antimicina A; Asc-TMPD: Ascorbato-N,N,N′,N′-tetrametil-p-fenilendiamina. n=3. Test T de 
Student. 
Considerando estos primeros resultados, en donde se observa una disminución del ATP 
proveniente de la fosforilación oxidativa acompañado de la disminución de la actividad 
del complejo respiratorio IV o citocromo oxidasa. El próximo paso fue determinar si las 
VLDL-med son a su vez capaces de producir estrés oxidativo en dicha línea celular.  
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4.5.4. PARTE C: Estudio del estrés oxidativo 
4.5.4.1. Medición de especies reactivas del oxígeno 
La producción de ROS fue medida utilizando la sonda fluorescente DCFDA, en la línea 
celular HUVEC previamente tratadas con concentraciones crecientes de VLDL-med (0, 50, 
75, 100 y 140 µg/mL VLDL-med), como se detalló en el punto 3.9.2.1 de la sección 
Materiales y Métodos.  
La producción de ROS se vió modificada a altas concentraciones de VLDL-med, en donde 
se detectó un aumento significativo a 140 µg/mL VLDL-med comparado con el control 
(P<0,1; 0 vs 140 µg/mL VLDL-med) (Figura 46). 
Figura 46. Medición de ROS 
 
 
 
 
Medición de ROS en la línea celular HUVEC tratada con concentraciones crecientes de VLDL-med. Los 
resultados son expresados como porcentaje de ROS con respecto al control. P<0,1; 0 vs 140 µg/mL VLDL-
med. n=5. Test de ANOVA. 
4.5.4.2. Determinación de nitratos y nitritos 
La medición de nitratos y nitritos (NOx), indicador indirecto de los niveles de NO, se 
realizó en la línea celular HUVEC luego del tratamiento con la VLDL-med (140 µg/mL), 
como se detalló en el punto 3.9.2.2 de la sección Materiales y Métodos.  
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El tratamiento con 140 µg/mL de VLDL-med aumentó, aunque esta diferencia no fue 
significativa, los niveles de NOx comparado con el control (Figura 47). 
Figura 47. Medición de nitratos y nitritos (NOx) 
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Medición de NOx en la línea celular HUVEC tratadas con 140 µg/mL VLDL-med. Los datos son expresados 
como porcentaje respecto al control. n=4. 
4.5.4.3. Estudios de las vías de señalización dependiente del NO 
El estudio de las vías de señalización dependiente del NO se realizó mediante el uso de la 
técnica de Microarray en la línea celular HUVEC tratadas con 140 µg/mL VLDL-med, luego 
de 6 y 24 h, como se detalló en el ítem 3.9.2.3 de la sección Materiales y Métodos.  
Dichas vías se las puede separar como enzimas asociadas a: 1) la biosíntesis del NO, 2) 
genes inducidos y suprimidos por el NO, 3) y propiamente dicho las vías de señalización 
dependiente del NO (Tabla 9). 
En una primera etapa se analizó la expresión de las principales enzimas asociadas a la 
síntesis del NO a nivel endotelial, la óxido nítrico sintasa endotelial e inducible (eNOS e 
iNOS, respectivamente). El tratamiento con la VLDL-med no modificó la expresión de 
dichas enzimas a las 6 y 24 h comparado con el control (Figura 48). 
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Tabla 9. Genes de la vía de señalización de NO estudiadas por Microarray 
Genes   
Biosíntesis del NO Oxidorreductasas  NOS1, NOS2 , NOS3 , NQO1 
 Regulación de la 
biosíntesis del NO 
DYNLL1, GLA, HSP90AB1 (HSPCB), IL10, INS,  
NOS1, AP 
 Otros genes asociados a la 
biosíntesis del NO  
AKT1, ARG2, DDAH2, DYNLL1, EGFR, GCH1,  
GCHFR 
Inducidos por el NO  CDKN1A , IL-8, JUN, VEGGA 
Suprimidos por el NO  CCNA1, MYB, TROAP 
Señalización 
dependiente del NO 
 CAMK1, DLG4, GRIN2D, NOS1, PPP3CA,  
PRKAR1B, PRKCA 
Posteriormente, se analizó la expresión de genes inducidos por el NO (CDKN1A, IL-8, JUN y 
VEGFA) y suprimidos por el NO (CCNA1, MYB y TROAP); en ninguno de los casos se 
detectaron cambios significativos a las 6 h y a las 24 h del tratamiento con 140 µg/mL 
VLDL-med comparado con el control.  
Figura 48. Medición de la expresión de la óxido nítrico sintasa endotelial e inducible. 
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4.5.5.1. Conclusiones parciales V 
Las VLDL provenientes del suero de una población mediterránea presentan una 
composición lipídica porcentual diferente a las de origen occidental (VLDL-t), resulta 
interesante destacar la disminución en el porcentaje de triglicéridos comparado con las 
VLDL-t y el concomitante aumento del porcentaje de FL. Indicando que ambas 
poblaciones de lipoproteínas son diferentes. 
El tratamiento con la VLDL-med produjo un remodelado de la matriz subendotelial 
diferente al observado en presencia de las VLDL-t. En presencia de concentraciones 
fisiológicas de  VLDL-med, se detectó un aumento en los niveles secretados de decorina, 
versicano y biglicano; aumento que se mantuvo a altas concentraciones (140 µg/mL). 
Cuando se realizó el estudio de la funcionalidad mitocondrial, mediante el estudio de la 
bioenergética mitocondrial y el estrés oxidativo, en la línea celular HUVEC tratadas con 
concentraciones crecientes de VLDL-med; se detectó (1) una disminución del ATP 
proveniente de la fosforilación oxidatica, (2) acompañado con una tendencia de 
decremento de la respiración basal a expensas de un descenso en la actividad del 
complejo IV de la cadena respiratoria y (3) un aumento de ROS únicamente en 
concentraciones por encima de la fisiológica (140 µg/mL).  
La Figura 49 esquematiza esta quinta conclusión parcial.  
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Figura 49. Efectos de las VLDL-med en el remodelado de la matriz subendotelial y la 
funcionalidad mitocondrial 
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5. DISCUSIÓN 
La ateroesclerosis es la patología subyacente de la mayoría de las enfermedades 
cardiovasculares y representa la principal causa de muerte prematura en las sociedades 
modernas. Las terapias actuales están focalizadas en el tratamiento de los factores de 
riesgo asociados a la patología como la hipertensión, la hipercolesterolemia, la 
hipertrigliceridemia y la hiperglucemia. Sin embargo, la máxima eficacia de estas 
estrategias alcanza solamente un 30 % o menos. 
Notablemente, aunque la ateroesclerosis se desarrolla dentro de la pared vascular, hasta 
el momento no se han descripto tratamientos farmacológicos que actúen directamente a 
nivel de los vasos sanguíneos, que sean capaces de prevenir el inicio y desarrollo de la 
enfermedad. Resulta por ello necesario diseñar nuevos blancos terapéuticos para 
complementar las terapias actuales.108 
Considerando, que las hipótesis propuestas hasta el momento asociadas a la 
aterogénesis: la “Respuesta a la injuria”, la “Respuesta a la retención” y la hipótesis de la 
“Oxidación”; convergen en la MECv. Resulta relevante conocer las modificaciones que en 
ella ocurren, en las etapas tempranas de la ateroesclerosis, que llevan a que zonas 
circunscriptas de la vasculatura desarrollen la lesión ateromatosa. 
Los PGs de la MECv, biomoléculas de alta variabilidad funcional y estructural, modulan 
numerosos eventos celulares y moleculares de la aterogénesis. En los últimos años, se ha 
descripto modificaciones estructurales de los PGs presentes en la pared vascular, en 
diferentes modelos animales y en humanos. Por ejemplo, en modelos murinos, se ha 
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descripto al perlecano como el PG más abundante en la lesión ateroesclerótica, el cual es 
capaz de retener lipoproteínas y de inducir la proliferación de CMLs.45 En cambio, en 
humanos se ha descripto al biglicano como el principal PG presente zonas 
ateroescleróticas y al versicano en zonas no ateroescleróticas.109,110 Otro factor de 
importancia en relación a los PGs, además de su capacidad de retener lipoproteínas en la 
íntima vascular, es su capacidad de orquestar la respuesta inflamatoria a través de los 
receptores de reconocimiento de patógenos, como se citó en la introducción.111 
Ahora bien, las modificaciones cuali y cuantitativas descriptas hasta este momento 
involucran principalmente a los PGs presentes en la pared vascular. Consecuentemente, 
adquiere particular relevancia extender su estudio al endotelio vascular, principal 
integrador de estímulos desencadenantes de la ateroesclerosis.  
El presente trabajo describe el remodelado de los principales PGs del endotelio 
macrovascular humano frente a lipoproteínas apoB ricas en triglicéridos. El carácter 
aterogénico de estas lipoproteínas ricas en triglicéridos son objeto de discusión y actual 
controversia.49,50 Si bien, estas lipoproteínas han sido aisladas de la lesión ateromatosa 
humana, resultando la hipertrigliceridemia un fuerte factor de riesgo para el desarrollo de 
la enfermedad cardiaca coronaria.106 Los efectos aterogénicos directos de las VLDL, 
principales transportadores de triglicéridos, sobre el endotelio vascular han sido 
escasamente estudiados. De hecho, las VLDL per se parecen tener escasos efectos sobre 
la disfunción endotelial, sin embargo, se ha descripto la participación de sus productos de 
lipólisis en el aumento de la permeabilidad vascular.112  
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La ateroesclerosis es un proceso espacialmente no aleatorio, y temporalmente no lineal 
que afecta inicialmente regiones atero-propensas del árbol arterial.31 Los vasos 
sanguíneos atero-resistentes y atero-susceptibles están asociados a diferentes patrones 
de expresión génica, vías de señalización intracelular y remodelado de la MECv.47 Estas 
áreas presentan un fenotipo endotelial único, caracterizado por un perfil pro-
inflamatorio, pro-trombótico y pro-coagulante.113,65  
El primer objetivo de este trabajo de tesis fue determinar si las VLDL humanas eran 
capaces de desencadenar un remodelado de la matriz extracelular del endotelio 
macrovascular humano.  
Los resultados obtenidos mostraron que los niveles fisiológicos (75 µg/mL) de VLDL 
inducen modificaciones sustanciales en el patrón de  producción de los CS/DS-PGs: 
biglicano, decorina y versicano. Llamativamente, estos perfiles de producción varían 
dependiendo del fenotipo endotelial analizado. Particularmente, el endotelio 
macrovascular arterial (HUAEC) responde al tratamiento disminuyendo la producción de 
los principales CS/DS-PGs, mientras que el endotelio macrovascular venoso (HUVEC) 
genera una respuesta inversa aumentando la síntesis de los mismos. 
Paradójicamente, la atenuación de la expresión de los PGs detectada en las HUAEC a 
concentraciones fisiológicas de VLDL, podría ser una estrategia celular efectiva para 
inhibir los primeros pasos de la aterogénesis. Esta estrategia endotelial se sustentaría 
sobre algunos pilares fundamentales como los postulados en la hipótesis de “Respuesta a 
la retención” y la modulación de la respuesta inflamatoria no séptica. La menor 
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producción de los CS/DS-PGs por parte de las HUAEC disminuiría la posibilidad de 
interacción de las lipoproteínas con sus cadenas de GAGs constituyentes. Y 
paralelamente, disminuiría la activación de la respuesta inflamatoria dependiente de los 
receptores TLR2, TLR4 y TLR6.  
Entonces podemos preguntarnos por qué un endotelio venoso, con mayor predisposición 
a la ateroresistencia, aumenta la producción de los CS/DS-PGs, a concentraciones 
fisiológicas de VLDL. En primer lugar, el aumento en la producción de decorina y de 
biglicano, podría estar asociado a un aumento en la estabilidad de la red de colágeno de 
la MEC subendotelial. Estos PGs, miembros de la familia de los pequeños PGs ricos en 
leucina, participan en el ensamblaje de las fibrillas de colágeno y en el control en sus 
propiedades biomecánicas durante el proceso de fibrilogénesis. La decorina incrementa 
las propiedades mecánicas de los geles de colágeno al prevenir la agregación lateral de las 
fibrillas evitando la formación de estructuras de orden superior. Este efecto, puede 
promover la formación de fibrillas más largas y más interconectadas, lo que resulta en  
geles de colágeno más compactos.114 
En este contexto, recientes estudios han señalado que la transmigración de células 
inflamatorias ocurre en sitios de adelgazamiento de la MEC subenedotelial10, esto podría 
explicar las diferentes atero-susceptibilidades del endotelio arterial y venoso.  
Frente a la injuria el endotelio establece un balance entre el daño sufrido y su capacidad 
de reparación, en el cual la integridad de la monocapa celular es mantenida por la 
replicación de las células endoteliales vecinas.115 En particular; se ha reportado en 
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numerosos modelos de angiogénesis, que un aumento en la expresión de la decorina 
aumenta la supervivencia endotelial y la formación de estructuras tubulares.116 Es por 
ello, que el aumento de decorina detectado en el endotelio venoso podría reflejar la 
mejor capacidad de reparación y consecuentemente una disminución en el daño 
endotelial, comparado con el endotelio arterial.  
Ahora bien, los niveles fisiológicos de VLDL inducen un patrón de producción del 
esqueleto proteico de los CS/DS-PGs, diferente según el  fenotipo endotelial analizado. 
Surge inmediatamente el interrogante si las vías de señalización celular involucradas en 
esta respuesta diferencial son las mismas.  
Los resultados obtenidos muestran un incremento en la translocación al núcleo del factor 
transcripcional NF-κB en el endotelio venoso; lo que se correlacionó con un aumento en 
la actividad de la pro-MMP-9 asociada a una respuesta de características inflamatorias. 
Estos resultados concuerdan con los publicados por otros autores, en los que se reporta 
un aumento de la translocación del NF-κB (p50 y p65) en la línea celular EA.hy926 y en las 
HUVEC, luego del tratamiento con las VLDL.117 
Por el contrario, en las HUAEC no se detectó un aumento en la translocación nuclear del 
NF-κB, ni cambios significativos en la actividad de las MMPs. 
Previamente, Ting y col. estudiaron el mecanismo por el cual las lipoproteínas ricas en 
triglicéridos desencadenan una repuesta inflamatoria en el endotelio vascular arterial. 
Estos autores demostraron que únicamente la exposición reiterada a las lipoproteínas 
aumenta más de diez veces la respuesta inflamatoria aguda dependiente de TNF-α; a 
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través de la inducción los receptores LRP y LR11, miembros de la familia de receptores de 
LDL. Esta activación de la respuesta inflamatoria sería mediada MAPKp38, responsable de 
un aumento de la fosforilación de IKKα y de la expresión del ARNm de p65, con la 
concomitante disminución del inhibidor IκBα. En resumen, Ting y col. sugieren que las 
lipoproteínas ricas en triglicéridos llevan a un rápida translocación y activación del NF-κB 
previa estimulación con citoquinas, a través de un aumento de la actividad de 
MAPKp38.118 
Las arterias y venas presentan diferente susceptibilidad para ciertas enfermedades 
cardiovasculares; entre ellas la ateroesclerosis y la calcificación vascular.31 Sin embargo, 
los mecanismos moleculares que median dichas diferencias son escasamente entendidas. 
Nuestros resultados sugieren que la atero-suceptibilidad de las HUAEC podría estar 
asociada a su temprana incapacidad de remodelación del esqueleto proteico de los CS/DS-
PGs de su matriz extracelular. Incapacidad que se asocia a una limitación en la generación 
de una respuesta inflamatoria temprana y controlada.  
Como se citó previamente, los PGs presentan un amplio espectro de actividades 
biológicas, funciones que en algunos casos están asociadas a su esqueleto proteico como 
así también a las cadenas de GAGs que los constituyen. La gran heterogeneidad 
estructural de las cadenas de GAGs está determinada por diferencias en la longitud de las 
mismas, diferencias en el grado de sulfatación y desacetilación, como así también 
variabilidad en el grado de epimerización.15 Con la finalidad de dilucidar cuales son las 
modificaciones en los principales PGs de la MECv responsables de las propiedades de 
atero-resistencia; el siguiente objetivo de este trabajo de tesis, fue estudiar el patrón de 
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secreción de los principales PGs de la MECv en un endotelio venoso macrovascular 
humano. 
Es importante destacar que numerosos procesos patológicos se caracterizan por la 
presencia de ciertas estructuras de GAGs. Tal es el caso de las lesiones ateromatosas 
avanzadas, tipo II y IV, donde prioritariamente prevalecen las cadenas de CS en la MEC de 
la túnica media donde se ubica la lesión.119 
Sin embargo, poco se conoce sobre las modificaciones del microambiente endotelial 
venoso frente a las lipoproteínas ricas en TG. Particularmente, los patrones de secreción 
de los PGs y las características estructurales de sus cadenas de GAGs han sido muy 
pobremente descriptos hasta el momento.  
Por tal motivo, el siguiente objetivo de este trabajo de tesis, fue estudiar el patrón de 
secreción de los principales PGs de la MECv en un endotelio venoso macrovascular 
humano, con el fin de dilucidar las características estructurales de este entramado 
extracelular. 
Los resultados obtenidos mostraron que el endotelio venoso, con mayor predisposición a 
la atero-resistencia, secreta al espacio extracelular una matriz rica en CS/DS-PGs. Los 
niveles fisiológicos de VLDL provocan un incremento en la secreción de este tipo de 
cadenas de GAGs a expensas de un aumento de la secreción de DS-PG decorina y del CS-
PG versicano. Resulta importante señalar, que este aumento en la secreción de este tipo 
de PGs se correlacionó con el incremento en la producción celular de decorina y 
versicano, registrado previamente. 
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La comparación entre los patrones de producción celular y secreción al microambiente 
para los principales PGs de la MECv, mostró un único punto de divergencia: el biglicano.  
El aumento en la expresión del ARNm para este PG no se correlacionó con un aumento 
detectable en su secreción. Esto podría deberse a que el aumento del ARNm no se 
traduce en un aumento en los niveles intracelulares de biglicano, o bien a la degradación 
de su esqueleto proteíco por proteasas acticas constitutivas de la MECv; como las MMPs y 
la familia de desintegrinas metaloproteasas (ADAMs).120   
El incremento en la producción y secreción registrado para el PG decorina podría ser 
responsable de las propiedades anti-ateroescleróticas del endotelio venoso. Numerosos 
reportes describen la modulación de múltiples aspectos de la aterogénesis por parte de la 
decorina. Entre ellos podemos citar: el aumento de la supervivencia endotelial y la 
formación de estructuras tubulares; la inhibición de la apoptosis endotelial, dependiente 
e independientemente de akt; su participacion en la fibrilogénesis; el secuestro de TGF-β, 
citoquina responsable de la proliferación de CMLs; y la estabilización de la placa 
ateromatosa.34,121  
Los resultados obtenidos no sólo muestran un incremento en los patrones de producción 
y secreción de decorina; sino que además se detectó un aumento en la producción y 
secreción de versicano por parte de las HUVEC frente a niveles fisiológicos de VLDL.  
Numerosos autores caracterizan a este último PG como una biomolécula de 
características aterogénicas. Esta definición se fundamenta en distintos aspectos. Por un 
lado, ha sido reportado el depósito de versicano con un peso molecular aproximado de 
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160-240 kDa con predominancia de cadenas de CS sulfatadas en posición 6, en la túnica 
íntima de arterias atero-propensas.122 Ademas, el versicano posee capacidad de retener 
lipoproteínas a través de sus cadenas de CS; para lo cual, la longitud de las mismas y la 
sulfatación en posición 6 resultan relevantes.25 Por último, el versicano puede estabilizar 
la interacción entre el ácido hialurónico y el receptor CD44 presente en los macrófagos 
posibilitando la adhesión de los mismos a la MECv.123 
Sobre la base de lo anteriormente descripto, el aumento en la producción y secreción de 
versicano en las condiciones experimentales analizadas sugeriría un microambiente 
endotelial con características pro-aterogénicas. Sin embargo, el análisis en más detalle 
indicaría lo contrario. En primer lugar; la isoforma del versicano detectada en nuestro 
contexto experimental corresponde a la V0 (∼400 kDa), diferente a la isoforma V3 
reportada en el depósito intimal arterial (∼270 kDa). Por otra parte, las HUVEC tratadas 
con VLDL secretan al espacio extracelular PGs con cadenas de CS y DS; preferentemente 
sulfatadas en la posición del C4 de la N-acetilgalactosamina, lo que determina una una 
relación 6S/4S aproximadamente de 0,3.  
Otro punto a tener en cuenta es la longitud de las cadenas de CS y de DS, numerosos 
autores han reportado la presencia de cadenas anormalmente largas en la patogénesis de 
la ateroesclerosis20,124. En particular; han descripto la participación de las enzimas N-
acetilgalactosaminatransferasa-2 (ChGn-2) y de la condroitín-4-O-sulfotransferasa-1 
(C4ST-1) en la hiperelongación de las cadenas de CS/DS, sugiriendo una cooperación entre 
estas enzimas en la hiperelongación125.  
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Los resultados obtenidos muestran que a concentraciones fisiológicas de VLDL, el 
endotelio venoso produce una disminución de alrededor del 60% en la expresión del 
ARNm que codifica para la C4ST-1.  
El incremento en las cadenas de CS y DS secretadas, de alrededor de 10 veces, detectado 
en las HUVEC luego del tratamiento con VLDL (75 µg/mL); fue acompañado por un 
aumento similar de los esqueletos proteicos de la decorina y del versicano (un 
incremento de ∼3 veces para la decorina y de ∼6 veces para el versicano). Estos datos 
sugieren, que el tratamiento con la VLDL no produciría una hiperelongación de las 
cadenas de CS y DS de los PGs secretados.  
En resumen, el aumento en los patrones de producción y secreción de decorina y 
versicano de las HUVEC frente a los niveles fisiológicos de VLDL contribuiría al 
establecimiento de un microambiente endotelial de características predominantemente 
anti-aterogénicas.  
Recientemente, Bartolini y col. han descripto una disminución en la migración y la 
adhesión celular junto a cambios en la organización del citoesqueleto de CMLs murinas 
luego del silenciamiento de la DS-epi1 y consecuente disminución en la producción de 
ácido idurónico. Estos autores proponen a la modulación del ácido idurónico como una 
nueva estrategia terapeútica de la ateroesclerosis.126 En este contexto; los resultados 
obtenidos en este trabajo de tesis muestran que el endotelio venoso a concentración 
fisiológica de las VLDL disminuyó la expresión del ARNm de la DS-epi1/2. Esta disminución 
podría indicar una disminución de los niveles de ácido idurónico; es decir, el porcentaje 
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de DS a expensas de un aumento de CS, contribuyendo a las propiedades atero-
protectivas del endotelio venoso.  
En este contexto, Melgar-Lesmes y col. han demostrado que el CS es capaz de reducir la 
aterogénesis a través de dos mecanismos de acción: por un lado, el CS interactúa con la 
matriz endotelial previniendo los efectos pro-inflamatorios del TNF-α;  y por otro lado,  el 
CS interactúa con la matriz celular de los monocitos previniendo su activación.127  
El perlecano; principal HS-PG de la matriz subendotelial, presenta un comportamiento 
paradojal en relación a la ateroesclerosis, debido a que produce un amplio número de 
efectos biológicos los cuales varían en función del ambiente y tipo celular.128 En relación 
al endotelio; se ha reportado un efecto anti-aterogénico del perlecano, tanto para su 
esqueleto proteico como así también para sus cadenas de HS.  
En particular, se ha descripto que la disminución de los niveles de HS en la matriz 
subendotelial aumenta la unión de lipoproteínas pro-aterogénicas a la MEC; como la 
Lp(a), las LDL y las  LDL-ox.129 Asimismo, el HS es capaz de inhibir la interacción de las 
proteínas de la MEC, como la fibronectina, con los monocitos circulantes.130 
Del análisis de los niveles secretados de HS, se observó que el tratamiento con VLDL, a 
concentraciones fisiológicas, produce un aumento significativo de HS en el endotelio 
venoso sin evidenciarse un incremento en la secreción de perlecano. La no detección de 
un aumento en la secreción de perlecano en el microambiente endotelial venoso podría 
deberse a un incremento en la degradación proteolítica extracelular. Pero, no podría 
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descartarse que el aumento detectado en las cadenas de H podría originarse en un 
incremento en la secreción de otros HS-PGs, como el colágeno XVIII, agrina, entre otros.43 
Una vez evidenciados los cambios cuali-cuantitativos de los PGs del endotelio venoso 
frente al tratamiento con las VLDL, el siguiente objetivo de este trabajo de tesis fue 
estudiar la participación del receptor de VLDL (VLDLR) en dichas modificaciones. Para ello, 
se utilizó como estrategia experimental la oxidación drástica de las VLDL descripta 
previamente por Guha y col. Partiendo de la premisa que el receptor de VLDL se expresa 
en ambos tipos endoteliales y que la oxidación drástica de las VLDL modifica su 
composición lipídica y proteica, la cual es necesaria para la interacción con su 
receptor.61,92,92 
Las células endoteliales venosas en presencia de VLDL-ox (75 µg/mL) mostraron la 
normalización de algunos de los parámetros evaluados, a saber: la producción de 
versicano, los niveles secretados de CS, de DS y de HS, como así también la translocación 
del factor transcripcional NF-κB con respecto al control.  
Sin embargo, otros parámetros mostraron una respuesta opuesta a la esperada frente a 
las VLDL-ox; tal es el caso del descenso en el porcentaje de sulfatación en el C4 y el 
aumento en la sulfatación en el C6 de las cadenas de CS/DS, la disminución de los niveles 
secretados de HA y la disminución de la carga neta de las cadenas de CS/DS. 
A partir del análisis de lo anteriormente expuesto resulta claro que paralelamente a la 
activación de las vías de señalización dependientes del VLDLR, otros mecanismos 
moleculares estarían participando en el remodelado de la MEC. Consecuentemente, 
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adquieren relevancia en los eventos celulares analizados otros receptores, como los LOX-
1 y CD36, como así también los productos resultantes de la oxidación de la lipoporteína. 
Luego de la oxidación de los componentes lipídicos de las VLDL, como en otras 
lipoproteínas ricas en triglicéridos, se liberan numerosos componentes bioactivos como 
aldheídos, oxiesteroles y fosfolípidos oxidados; biomoléculas con un rol crítico en la 
iniciación y la progresión de la ateroesclerosis.131,132 
Sin embargo, y nuevamente la influencia de alguna de estas biomoléculas en el proceso 
aterogénico es controversial. Por ejemplo, se ha reportado un efecto inicial atero-
protectivo a nivel endotelio vascular, a través de la inducción de genes relacionados con 
una respuesta antioxidante, respuesta de las proteínas mal plegadas (UPR) e inhibición de 
la replicación del ADN. Sin embargo, las CEs expuestas a estos fosfolípidos oxidados 
expresan genes asociados a una respuesta inflamatoria, pro-coagulante y angiogénica; y 
disminuyen la permeabilidad vascular.133 Estos productos de la oxidación, podrían además 
influenciar en el remodelado de la MEC endotelial observado luego del tratamiento con la 
VLDL-ox.  
Las VLDL constituyen una población heterogénea de partículas en términos de tamaño, 
propiedades físicas y composición química; características influyen en sus efectos 
biológicos.106  
El siguiente desafío en este trabajo de tesis fue evaluar las características del remodelado 
de la MEC del endotelio venoso macrovascular en presencia de muestras de VLDL 
obtenidas a partir de una población alimentada con una dieta diferentes a la nuestra 
como es el caso de la dieta mediterránea. 
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Estas lipoproteínas mostraron un descenso en la composición química porcentual de 
triglicéridos acompañado por un aumento en el porcentaje de fosfolípidos. Resulta 
interesante señalar que estos resultados concuerdan con los presentados en los ensayos 
clínicos controlados PREDIMED (PREvención con DIeta MEDiterránea), en el que se 
reportó que aquellos sujetos que consumieron aceite extra virgen de oliva (1L/por 
semana) durante un período de 3 meses presentaron una disminución en el contenido de 
TG por VLDL acompañado de un aumento de ácido oleico monoinsaturado (18:1 ω-9).134 
Esta dieta se caracteriza por un elevado consumo de alimentos vegetales en relación a los 
de origen animal; con particular abundancia de cereales, verduras, frutas, legumbres, 
pescado, aceite de oliva y moderada cantidad de vino; y con limitado consumo de carne, 
derivados de la leche, huevo y azúcar.135 Los efectos beneficiosos de la dieta 
mediterránea fueron demostrados en los estudios epidemiológicos de los Siete Países, en 
lo que se asoció una disminución de la incidencia y la mortalidad por enfermedad 
cardiaca coronaria a dicha dieta.136  
Si bien es ampliamente conocido el efecto atero-protector de la dieta mediterránea, poco 
ha sido estudiado su efecto sobre el remodelado de la MECv. 
A partir del estudio del perfil de proteoglicanos secretados en presencia de la VLDL-med 
sugen varias cuestiones interesantes a discutir. En primer lugar, se detectó un 
remodelado de la matriz subendotelial diferente al observado en presencia de las VLDL-t. 
El aumento en los niveles secretados de decorina, versicano y biglicano se evidenció a 
concentraciones fisiológicas de la lipoproteína mediterránea y se mantuvo a altas 
concentraciones (140 µg/mL). En segnundo lugar, un interesante punto de divergencia es 
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el referido a la producción del proteoglicano perlecano. En presencia de concentraciones 
fisiológicas de VLDL-med, los resultados muestran un aumento de alrededor de cinco 
veces en la secreción de perlecano. Surge inmediatamente el interrogante podría el 
aumento del perlecano contribuir a las propiedades anti-aterogénicas ya conocidas de la 
dieta mediterránea. Este PG posee numerosas propiedades anti-aterogénicas asociadas 
tanto a su esqueleto proteico como así también a sus cadenas de HS. En particular, se ha 
reportado una disminución de los niveles de perlecano en las arterias carótidas de 
pacientes en estados avanzados de la patología.44 Además, se ha descripto que el 
perlecano estabiliza la MEC a través de su interacción con proteínas de la matriz y el 
endotelio vascular.129,137 Como así también es capaz de inhibir la adhesión, migración y 
proliferación de las CLMs.138,139 Por otro lado, sus cadenas de HS resultan fundamentales 
para el bloqueo de sitios de unión de lipoproteínas aterogénicas como así también para la 
unión de macrófagos con proteínas de la matriz como la fibronectina.130  
El incremento en la secreción de perlecano indicaría que las VLDL-med inducen un 
remodelado diferencial de la matriz subendotelial caracterizado principalmente por un 
aumento de perlecano que podría contribuir a las propiedades antiaterogénicas de esta 
dieta mediterránea.  
En la enfermedad cardiovascular la disfunción mitocondrial adquiere relevancia en 
numerosos eventos patológicos.140 Sin embargo, poco es conocido sobre los cambios en 
la función mitocondrial durante la patogénesis de la ateroesclerosis, aunque algunos 
estudios sugieren un progresiva disfunción mitiocondrial en el desarrollo de la 
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enfermedad.79 El siguiente objetivo de este trabajo de tesis fue establecer la implicancia 
de la disfunción mitocondrial en la injuria endotelial inducida por las VLDL. 
Luego del estudio de la funcionalidad mitocondrial en HUVEC en presencia de 
concentraciones crecientes VLDL-med, los resultados muestran una disfuncionalidad 
mitocondrial a concentraciones muy por encima de las fisiológicas de VLDL (140 µg/mL). 
Esta disfuncionalidad se asoció a una disminución en la producción de ATP, dependiente 
de la fosforilación oxidativa, a expensas principalmente de una disminución de la 
actividad del complejo de la cadena respiratoria IV (citocromo c oxidasa).   
Si bien se ha descripto que el NO es capaz de inhibir de forma rápida y reversible a la 
citocromo c oxidasa, a través de la inhibición competitiva con el oxígeno molecular,141 los 
datos obtenidos no muestran un aumento del NO, indicando que la inhibición del 
complejo IV no sería mediada por el NO. 
Asimismo, se han reportado numerosas inhibiciones reversibles de la citocromo c oxidasa 
por fosforilaciones en diferentes residuos aminoacídicos.142 Adquiere particular relevancia 
la fosforilación de la Tyr 304, ya que se la ha descripto como la principal inhibición de la 
fosforilación oxidativa en una respuesta inflamatoria aguda mediada por moléculas  
asociadas a patógenos. En modelos murinos de shock séptico, luego del tratamiento con 
LPS, se produce una activación de los TLR4 que lleva a un aumento de la fosforilación de 
la citocromo c oxidasa y posterior inhibición.143 
Por otro lado y como se nombró previamente, los PGs son capaces de gatillar una 
respuesta inflamatorias tras su interacción con diferentes TLRs. El tratamiento a altas 
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concentraciones de VLDL-med (140 µg/mL) produjo un remodelado de la matriz en el cual 
el proteoglicano perlecano mostró un descenso significativo en la secreción. Este 
descenso podría estar asociado a una mayor inestabilidad de la matriz subendotelial que 
permita la liberación de diferentes PGs los cuales gatillarían una respuesta inflamatoria, 
mediada por los TLRs, que lleve a la inhibición del citocromo c oxidasa.  
En resumen, este trabajo de tesis contribuye a la comprensión de alguno de los eventos 
asociados a la patogénesis temprana de la ateroesclerosis. Particularmente, jerarquiza los 
cambios dinámicos experimentados por los proteoglicanos de la matriz extracelular 
vascular frente a las lipoproteínas ricas en triglicéridos y los proyecta como nuevas 
biomoléculas dianas en el diagnóstico precoz y tratamiento de la enfermedad 
cardiovascular.  
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6. CONCLUSIÓN 
El objetivo general del presente trabajo de tesis fue estudiar la respuesta de las células 
endoteliales macrovasculares en cultivo, frente a la injuria producida por las VLDL típicas. 
Y la influencia que esta respuesta tiene en la expresión de uno de los principales 
constituyentes de la matriz extracelular vascular: Los Proteoglicanos. 
Aquí demostramos por primera vez que las VLDL típicas son capaces de inducir un 
remodelado de la matriz subendotelial a expensas de modificaciones en la producción y 
secreción de los principales proteoglicanos de la matriz extracelular vascular. En 
particular, niveles fisiológicos de VLDL típica (75 µg/mL) inducen modificaciones 
significativas en el patrón de producción de los condroitín/dermatán sulfato 
proteoglicanos: biglicano, decorina y versicano. Estos perfiles de producción varían 
dependiendo del fenotipo endotelial analizado. Particularmente, el endotelio 
macrovascular arterial responde al tratamiento disminuyendo la producción de los 
principales condroitín/dermatán sulfato proteoglicanos, mientras que el endotelio 
macrovascular venoso genera una respuesta inversa aumentando la síntesis de los 
mismos.  
Nuestros resultados sugieren que la atero-suceptibilidad de las células endoteliales 
arteriales podría estar asociada a su temprana incapacidad de remodelación del 
esqueleto proteico de los condroitín/dermatán sulfato proteoglicanos de su matriz 
extracelular vascular. Incapacidad que se asocia a una limitación en la generación de una 
respuesta inflamatoria temprana y controlada. 
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Por otro lado, el incremento en las cadenas de condroitín y de dermatán sulfato 
secretadas, de alrededor de 10 veces, detectado en las células endoteliales venosas luego 
del tratamiento con VLDL típicas (75 µg/mL); fue acompañado por un aumento similar de 
los esqueletos proteicos de la decorina y del versicano (un incremento de ∼3 veces para la 
decorina y de ∼6 veces para el versicano); que junto con el descenso en la expresión del 
ARNm de la enzima C4ST-1. Indicarían que el tratamiento con las VLDL típicas no 
produciría una hiperelongación de las cadenas de condroitín y dermatán sulfato de los 
proteoglicanoss secretados. 
En resumen, el aumento en los patrones de producción y secreción de decorina y 
versicano de las células endoteliales venosas, frente a los niveles fisiológicos de VLDL 
contribuiría al establecimiento de un microambiente endotelial de características 
predominantemente anti-aterogénicas. Este remodelado estaría asociado a la activación 
de las vías de señalización dependientes del receptor de VLDL. Sin embargo, es necesario 
mencionar que a partir de los resultados obtenidos no se pueden descartar otros 
mecanismos moleculares que involucran otros receptores, como los LOX-1 y CD36, como 
así también los componentes lipídicos presentes en la lipoproteína. 
Por otro lado, se demostró un remodelado diferencial de la matriz subendotelial en 
presencia de diferentes poblaciones de VLDL, obtenidas a partir de dadores sanos 
alimentados con dietas con diferentes características nutricionales. En particular, se demostró 
que las VLDL de origen mediterránea, a concentraciones fisiológicas, inducen un 
remodelado caracterizado principalmente por un aumento de perlecano, el cual podría 
contribuir a las propiedades anti-aterogénicas de la dieta mediterránea.  
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Además se reporta por primera vez la asociación entre marcadores de disfunción 
mitocondrial y las VLDL, donde nuestros resultados demuestran que altos niveles de VLDL 
(140 µg/mL) son capaces de producir una disfunción mitocondrial a expensas de una 
inhibición del complejo respiratorio citocromo c oxidasa, desencadenando la injuria 
endotelial. 
En este sentido, este trabajo contribuye a la comprensión de alguno de los eventos 
asociados a la patogénesis temprana de la ateroesclerosis. Particularmente, jerarquiza los 
cambios dinámicos experimentados por los proteoglicanos de la matriz extracelular 
vascular frente a las lipoproteínas ricas en triglicéridos y los proyecta como nuevas 
biomoléculas dianas en el diagnóstico precoz y tratamiento de la enfermedad 
cardiovascular.  
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7. RESUMEN 
La ateroesclerosis surge como principal protagonista dentro de las enfermedades 
cardiovasculares. Este proceso degenerativo progresivo lleva a la esclerosis de la pared 
arterial, caracterizada por lesiones circunscriptas denominadas placas ateromatosas. Las 
manifestaciones clínicas de la enfermedad tardan en aparecer y están relacionadas con el 
estrechamiento progresivo de la luz arterial, o bien, con la debilidad de la pared arterial. 
Notablemente, aunque la ateroesclerosis se desarrolla dentro de la pared vascular, hasta 
el momento no se han descripto tratamientos farmacológicos que actúen directamente a 
nivel de los vasos sanguíneos, que sean capaces de prevenir el inicio y desarrollo de la 
enfermedad. Resulta por ello necesario diseñar nuevos blancos terapéuticos para 
complementar las terapias actuales. 
Considerando, que las hipótesis propuestas hasta el momento asociadas a las etapas 
tempranas del desarrollo de la enfermedad: la “Respuesta a la injuria”, la “Respuesta a la 
retención” y la hipótesis de la “Oxidación”; convergen en la matriz extracelular vascular. 
Resulta relevante conocer las modificaciones que en ella ocurren, durante la 
aterogénesis, que llevan a que zonas circunscriptas de la vasculatura desarrollen la lesión 
ateromatosa.  
La ateroesclerosis es un proceso espacialmente no aleatorio y temporalmente no lineal, 
que afecta inicialmente regiones atero-propensas del árbol arterial. Los vasos sanguíneos 
atero-resistentes y atero-susceptibles están asociados a diferentes patrones de expresión 
génica y vías de señalización intracelular. Adquiriendo particular relevancia el endotelio 
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vascular como integrador de diferentes agentes de injuria que desencadenan la activación 
y disfunción endotelial, llevando al remodelado de la matriz extracelular subendotelial y a 
una disfunción mitocondrial, procesos que aceleran el inicio y avance de la lesión 
ateroesclerótica.  
Por otra parte, el rol de las lipoproteínas de baja densidad en la iniciación y desarrollo de 
la ateroesclerosis ha sido ampliamente descripto; sin embargo, el papel de sus 
precursores ricos en triglicéridos, las lipoproteínas de muy baja densidad (VLDL), en la 
patología es objeto de controversia y actual discusión. 
El objetivo general del presente trabajo de tesis fue estudiar la respuesta de las células 
endoteliales macrovasculares en cultivo, frente a la injuria producidas por VLDL típicas y 
oxidadas. Y la influencia que esta respuesta tiene en la producción y secreción de uno de 
los principales constituyentes de la matriz extracelular vascular: los proteoglicanos.  
Los resultados obtenidos mostraron que los niveles fisiológicos (75 µg/mL) de VLDL 
inducen modificaciones sustanciales en el patrón de  producción de los CS/DS-PGs: 
biglicano, decorina y versicano. Llamativamente, estos perfiles de producción varían 
dependiendo del fenotipo endotelial analizado. Particularmente, el endotelio 
macrovascular arterial responde al tratamiento disminuyendo la producción de los 
principales proteoglicanos, mientras que el endotelio macrovascular venoso genera una 
respuesta inversa aumentando la síntesis de los mismos. 
Las arterias y venas presentan diferente susceptibilidad para ciertas enfermedades 
cardiovasculares; entre ellas la ateroesclerosis y la calcificación vascular. Sin embargo, los 
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mecanismos moleculares que median dichas diferencias son escasamente entendidas. 
Nuestros resultados sugieren que la atero-suceptibilidad de las células endoteliales 
arteriales podría estar asociada a su temprana incapacidad de remodelación del 
esqueleto proteico de los CS/DS-PGs de su MEC. Incapacidad que se asocia a una 
limitación en la generación de una respuesta inflamatoria temprana y controlada. 
Es importante tener en cuenta la longitud de las cadenas de CS y de DS, constituyentes de 
los PGs. Numerosos autores han reportado la presencia de cadenas anormalmente largas 
en la patogénesis de la ateroesclerosis. En particular; han descripto la participación de las 
enzimas N-acetilgalactosaminatransferasa-2 (ChGn-2) y de la condroitín-4-O-
sulfotransferasa-1 (C4ST-1) en la hiperelongación de las cadenas de CS y de DS, sugiriendo 
una cooperación entre estas enzimas en la hiperelongación.  
Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que a concentraciones fisiológicas de 
VLDL, el endotelio venoso produce una disminución de alrededor del 60 % en la expresión 
del ARNm que codifica para la C4ST-1. 
El incremento en las cadenas de condroitín y dermatán sulfato secretadas, de alrededor 
de 10 veces, detectado en las células endoteliales venosas luego del tratamiento con 
VLDL (75 µg/mL); fue acompañado por un aumento similar de los esqueletos proteicos de 
la decorina y del versicano (un incremento de ∼3 veces para la decorina y de ∼6 veces 
para el versicano). Estos datos sugieren, que el tratamiento con la VLDL no produciría una 
hiperelongación de las cadenas de condroitín y dermatán sulfato de los proteoglicanos 
secretados.  
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En resumen, el aumento en los patrones de producción y secreción de decorina y 
versicano de las células endoteliales venosas, con mayor predisposición a la 
ateroresistencia, frente a los niveles fisiológicos de VLDL contribuiría al establecimiento 
de un microambiente endotelial de características predominantemente anti-aterogénicas.  
Este remodelado estaría asociado a la activación de las vías de señalización dependientes 
del receptor de VLDL. Sin embargo es necesario mencionar que a partir de los resultados 
obtenidos no se pueden descartar otros mecanismos moleculares que involucran otros 
receptores, como los LOX-1 y CD36, como así también los productos resultantes de la 
oxidación de la lipoproteína. 
Además se reporta por primera vez una asociación entre disfunción mitocondrial y VLDL, 
donde nuestros resultados demuestran que altos niveles de VLDL (140 µg/mL) son 
capaces de producir una disfunción mitocondrial a expensas de una inhibición del 
complejo respiratorio citocromo c oxidasa.   
En resumen, este trabajo de tesis contribuye a la comprensión de alguno de los eventos 
asociados a la patogénesis temprana de la ateroesclerosis. Particularmente, jerarquiza los 
cambios dinámicos experimentados por los proteoglicanos de la matriz extracelular 
vascular frente a las lipoproteínas ricas en triglicéridos y los proyecta como nuevas 
biomoléculas dianas en el diagnóstico precoz y tratamiento de la enfermedad 
cardiovascular.  
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RESUMEN 
La ateroesclerosis es un proceso espacialmente no aleatorio, y temporalmente no lineal 
que afecta inicialmente áreas del árbol arterial. Estas áreas presentan una disfunción 
endotelial caracterizada por estado pro-inflamatorio, pro-trombótico y angiogénico. El 
fenotipo endotelial atero-protectivo y atero-propenso están asociados a diferentes 
patrones de expresión génica, vías de señalización y remodelados de la matriz 
extracelular (MEC). El efecto de las lipoproteínas de muy baja densidad (VLDL) sobre la 
función endotelial ha sido escasamente estudiado, particularmente el remodelado de la 
MEC endotelial inducido por las VLDL y la influencia que estas partículas ejercen en el 
desarrollo de la ateroesclerosis. Los resultados obtenidos en esta tesis indican 
significativas modificaciones en la producción de los principales proteoglicanos vasculares 
en las células endoteliales humanas, dependiendo del fenotipo endotelial, en presencia 
de niveles fisiológicos de VLDL. Junto con estos resultados, demostramos modificaciones 
estructurales en las cadenas de condroitín/dermatán sulfato y cambios en las enzimas 
que regulan sus características químicas, luego del tratamiento con las VLDL, en un 
endotelio atero-resistente. Esta tesis demuestra que las VLDL podrían inducir el 
remodelado de la MEC a través de los receptores de VLDL y enfatiza una potencial 
aplicación terapéutica basada en el remodelado de la matriz extracelular endotelial para 
prevenir la ateroesclerosis. 
SUMMARY 
Atherosclerosis is a spatially nonrandom and temporally nonlinear process that initially 
affects areas of the arterial tree. These areas display a unique dysfunctional endothelial 
phenotype characterized by a pro-inflammatory, pro-thrombotic and angiogenic state. 
Atheroprotective and atheroprone endothelial phenotypes are associated with distinct 
patterns of gene expression, signaling pathways, and extracellular matrix (ECM) 
remodeling. The effect of very low density lipoprotein (VLDL) on endothelial function has 
been scarcely studied, particularly endothelial ECM remodeling induced by human VLDL is 
still unclear, as well as the influence of VLDL on the propensity to develop atherosclerosis. 
The results obtained in this thesis indicate significant modifications in the production of 
the major vascular proteoglycans in human endothelial cells depending on the endothelial 
phenotype in the setting of physiological levels of human VLDL. Together with this result, 
we showed structural modifications in the chondroitin and dermatan sulfate (CS/DS) 
chains and changes in the expression of the main enzymes that regulate the chemical 
characteristics of the CS/DS chains, after VLDL treatment, in an atheroprotective 
endothelium. The thesis shows that VLDL could modulate the remodeling of matrix 
proteoglycans through the VLDL-receptor. This work emphasizes the potential application 
of therapies based on endothelial extracellular matrix remodeling to prevent 
atherogenesis. 
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